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La Fièvre Catarrhale Ovine (FCO) ou BlueTongue (BT) est une maladie animale 
d’origine virale, vectorielle et non contagieuse, pouvant engendrer de fortes pertes 
économiques dans les cheptels touchés, principalement ovins. Selon la définition de 
l’Office International des Epizooties (OIE), la FCO fait partie des « maladies ayant un 
grand pouvoir de diffusion et une gravité particulière, susceptibles de s’étendre au-delà 
des frontières nationales, dont les conséquences socio-économiques ou sanitaires sont 
graves et dont l’incidence sur les échanges internationaux d’animaux et de produits 
d’origine animale est très important ». L’agent pathogène, responsable de la maladie 
(genre Orbivirus, famille Reoviridae), est transmis par piqûres d’insectes diptères 
hématophages appartenant au genre Culicoides. A l’heure actuelle, 24 sérotypes 
distincts ont été décrits, avec une aire de répartition, une pathologie et un insecte 
vecteur, qui leur sont propres. L’incidence clinique de la FCO est variable en fonction 
de l’espèce animale infectée (ovins, bovins, caprins, cervidés, camélidés…) et du 
sérotype incriminé. Les conséquences sanitaires restent jusqu’alors plus importantes 
dans la filière ovine. Les pertes peuvent être soit directes avec un taux de mortalité 
variable (de 2 à 20 %) et de nombreux avortements, soit indirectes suite à la dégradation 
de la qualité de la laine et au déclassement des carcasses. Les conséquences 
économiques sont essentiellement liées au blocage des échanges d’animaux au niveau 
international. La FCO se traduit chez les ovins par une symptomatologie associant 
hyperthermie, dépression, anorexie avec la présence de lésions oedémateuses 
congestives, hyperhémiques voire hémorragiques.  
Autrefois cantonnée entre les 30èmes /40èmes parallèles Sud et les 40èmes/50èmes 
parallèles Nord, cette maladie s’est récemment étendue dans le bassin méditerranéen, au 
Sud de l’Europe puis vers le Nord de l’Europe. La raison de cette extension peut être 
double : d’abord l’abondance et l’expansion des insectes vecteurs vers le Nord et la 
possible compétence de nouveaux vecteurs. Les modifications écologiques engendrées 
par l’homme peuvent également largement influencer la dynamique de l’infection. Par 
exemple, l’effet de serre a une action importante sur le réchauffement climatique et par 
conséquent sur l’écologie des vecteurs et des arboviroses qui leurs sont associées. Le 
lien entre le réchauffement climatique et l’augmentation de l’aire de distribution des 
vecteurs de la FCO est ainsi fortement suspecté. 
 Un des moyens de lutte les plus efficaces contre cette maladie est la 
vaccination ; cependant la multiplicité de sérotypes rencontrés complique cette action de 
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prévention. Les plans de campagne vaccinale actuels reposent sur l’utilisation des deux 
seuls types de vaccins disponibles sur le marché : les vaccins à virus atténué et les 
vaccins à virus inactivé, tout deux spécifiques de chaque sérotype. Les animaux 
immunisés contre un sérotype viral développent une réponse immunitaire qui les 
protège contre ce sérotype mais restent sensibles à l’infection par un autre sérotype 
viral. De nombreux travaux ont été menés ces dernières années sur le développement de 
vaccins dits de « nouvelle génération », cependant jusqu’ici aucun d’entre eux n’a 
abouti à un vaccin protégeant les animaux contre plusieurs sérotypes. Il existe donc, en 
terme sanitaire, un enjeu important, pour le développement de vaccins multivalents à 
dose unique, conférant une immunité protectrice de longue durée et permettant 
également de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés (vaccins DIVA 
pour «Differenciation between Infected and Vaccinated Animals»).  
 
Ainsi, les objectifs de mon travail de thèse ont été définis de la manière 
suivante : 
- dans un premier temps, il s’agissait de développer un vaccin dit de 
« nouvelle génération » élaboré à partir d’un virus appartenant à la famille 
des Poxviridae et au genre Capripoxvirus, le virus de la dermatose nodulaire 
contagieuse ou LSDV (Lumpy Skin Disease Virus), qui serait alors utilisé 
comme vecteur d’expression d’un ou plusieurs gènes conservés du virus de 
la FCO.  
- dans un second temps, l’évaluation de ces différentes constructions 
vaccinales a été envisagée tant en terme de réponses immunitaires qu’en 
terme de protection chez les petits ruminants.  
 
Le présent manuscrit est organisé en deux parties et cinq chapitres. La première 
partie correspond à l’état des connaissances actuelles sur le modèle étudié au travers 
d’un premier chapitre consacré à la fièvre catarrhale ovine et d’un second aux Poxvirus 
et de leur utilisation en tant que vecteurs vaccinaux.  
Les résultats émanant de nos travaux sont présentés dans la seconde partie du 
manuscrit intitulée «Développement de vaccins poxviraux recombinants exprimant 
différents gènes du virus de la Fièvre Catarrhale Ovine et Evaluation de 
l’immunogénicité induite chez les petits ruminants». Le chapitre 3 est consacré au 
travail de biologie moléculaire réalisé pour la construction des virus recombinants, le 
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chapitre 4, aux expérimentations animales permettant d’évaluer les réponses 
immunitaires et la protection engendrée par ces virus recombinants. Le cinquième et 
dernier chapitre de cette seconde partie est consacré au développement d’un vecteur 
capripoxvirus recombinant co-exprimant deux gènes du virus de la FCO.  
La dernière partie du manuscrit fait la synthèse des travaux par une discussion 
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Chapitre 1 - La Fièvre Catarrhale Ovine  
 
La Fièvre Catarrhale Ovine (FCO) ou BlueTongue (BT) est une maladie animale 
virale, infectieuse, non contagieuse, transmissible qui affecte les ruminants domestiques 
ou sauvages. Elle est à déclaration obligatoire en Europe. C’est dans l’espèce ovine que 
la maladie peut revêtir toute sa gravité. Les bovins, caprins ainsi que les ruminants 
sauvages présentent plus rarement des manifestations cliniques (Lefèvre, 2003).  
Le virus responsable de la FCO, ou BTV (Bluetongue Virus), appartient à la 
famille des Reoviridae, et au genre Orbivirus. Il s’agit d’un virus nu à ARN double brin 
segmenté avec à l’heure actuelle 24 sérotypes ou variants génétiques décrits. 
 La transmission de la maladie se fait essentiellement par l’intermédiaire de 
moucherons hématophages du genre Culicoides (Diptera : Ceratopogonidae). 
 
1 - Historique 
 
La FCO est observée pour la première fois en 1880, en Afrique du Sud, sur un 
troupeau importé de moutons de race mérinos (Hutcheon, 1881). C’est également 
Hutcheon, en 1902, qui fait la première description de la maladie sous le nom de 
Malarial catarrhal fever of sheep (Hutcheon, 1902 ; Erasmus, 1985 ; Verwoerd & 
Erasmus, 1994), puis Spreull, de manière plus détaillée, en 1905 sous le nom de 
bluetongue (Spreull, 1902 ; 1905). L’origine virale de la maladie ainsi que les espèces 
sensibles ont été définies dès 1905 par Theiler (Theiler, 1906). C’est également à 
Theiler que l’on doit le premier vaccin atténué après plusieurs passages sur moutons 
(Theiler, 1908 ; Howell, 1960 ; 1970). En 1948, Neitz met en évidence l’existence de 
plusieurs sérotypes viraux au travers d’études de protections croisées chez le mouton 
(Neitz, 1948). Les avancées technologiques ont permis d’améliorer les connaissances 
concernant l’agent pathogène ; ainsi dans les années 1940, le virus de la FCO a été isolé 
et amplifié sur œufs embryonnés (Mason et al., 1940 ; Alexander, 1947) puis en 1956, 
sur lignées cellulaires (Haig et al., 1956). L’implication du rôle vecteur de Culicoides 
imicola connu également sous la dénomination de C. pallidipennis est établie en 1944 
par Du Toit (Du Toit, 1944) ; depuis, la capacité de transmission du virus de la FCO a 
été démontrée pour de nombreuses autres espèces de Culicoides. La maladie s’est 
limitée au continent africain jusque dans les années 1940 puis s’est étendue à partir de 
1943 dans le bassin méditerranéen (Chypre, Israël, Turquie, Syrie, Oman, Arabie 
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Saoudite), et l’Asie (Inde, Chine, Pakistan, Japon, Indonésie, Malaisie) (Verwoerd & 
Erasmus, 1994). La maladie est signalée sur le continent américain dès les années 1950. 
Actuellement, la FCO est retrouvée sur tous les continents.  
 
2 - Epidémiologie et impact économique 
 
Décrite pour la première fois en 1881 en Afrique du Sud, la FCO s’est 
rapidement étendue, à partir de 1940, en Afrique centrale pour atteindre le bassin 
méditerranéen et l’Asie. On la retrouve également de manière endémique en Amérique 
du Nord (USA, Canada), Amérique Centrale, Amérique du Sud (Mexique, Chili, Brésil, 
Guyane), Australie et Nouvelle-Zélande. Dans la littérature, la FCO est 
traditionnellement décrite comme une maladie présente sur tous les continents dans une 
zone géographique comprise entre des latitudes de 40°- 50° Nord et 20°- 30° Sud 
(Lefèvre, 2003). En revanche, les sérotypes ne sont pas représentés de manière uniforme 
sur tous les continents. Depuis les années 1950, la FCO fait de régulières apparitions 
dans le sud de l’Europe, au Portugal et en Espagne de 1957 à 1960, à Chypre en 1977, 
en Grèce en 1980. Plus récemment, en 1998, cette maladie est réapparue en Grèce, puis 
en 1999 en Bulgarie, Tunisie et Turquie ; en 2000 en Tunisie, Algérie, Italie (Sardaigne, 
Sicile et Calabres), Espagne (îles Baléares), et en France (Corse) (Zientara et al., 2000 ; 
2002). La propagation de la maladie en Europe a suivi deux voies : une première 
introduction du virus par l’Asie (sérotypes 9, 16) et une seconde par le Maghreb 
(sérotypes 1, 2, 4). La maladie s’est également étendue vers le Nord et a sévi en 
Bulgarie, au Kosovo et en Serbie (Purse et al., 2005). En août 2006, plusieurs dizaines 
de foyers ont été diagnostiqués pour la première fois dans le Nord de l’Europe, 
Allemagne, Belgique, Hollande et France (OIE, 2006). Le sérotype incriminé est le 
sérotype 8 (Toussaint et al., 2007a). Une des caractéristiques de cette épizootie est la 
pathologie sévère observée chez les bovins (Thiry et al., 2006). En revanche, en 2007, 
les ovins sont autant affectés que les bovins et présentent une pathologie beaucoup plus 
sévère avec des taux de mortalités élevés (Cêtre-Sossah, communication personnelle). 
L’origine de l’infection par ce nouveau sérotype, jusqu’alors inexistant dans le bassin 
méditerranéen, est inconnue. De plus, une espèce de Culicoides locale décrite comme 
vecteur potentiel semble avoir pris le relais du vecteur avéré, C. imicola, absent dans 
cette zone. Ainsi, C. dewulfi est incriminé comme le vecteur principal de la maladie au 
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cours de cette épizootie (OIE, 2007). Toutefois, des études plus complètes sont 
nécessaires pour conclure de façon définitive. 
La figure 1 fait un état des lieux de la répartition géographique actuelle de la 
maladie dans le monde entier. Les raisons de ces changements dans l’épidémiologie de 
la FCO sont complexes et sont liées à différents facteurs notamment à de récentes 
extensions de la distribution de son vecteur majeur, C. imicola, mais aussi à 
l’implication de nouveaux insectes vecteurs du genre Culicoides qui peuvent donc servir 
de relais. De plus, on peut s’attendre à ce que les hausses de températures annoncées 
favorisent la colonisation progressive de nouvelles régions européennes plus 
septentrionales. Il a été suggéré que la hausse des températures favoriserait à la fois une 
augmentation de la compétence vectorielle dans les populations de Culicoides vecteurs 
(Mullens et al., 1995 ; Wittmann et al., 2002) mais également la capacité de 



















Figure 1 - Carte de répartition de la fièvre catarrhale ovine. Les sérotypes incriminés sont précisés pour 
chacune des zones géographiques. Adapté de Barber, 1979 ; Gibbs & Greiner, 1988 ; Dulac et al., 1989 ; 
Dulac et al., 1992 ; Gibbs & Greiner, 1994 ; Daniels et al., 1995 ; Sharifah et al., 1995 ; Clavijo et al., 
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La FCO est une maladie engendrant un coût économique important dans les pays 
où elle sévit. Lors de l’épizootie de 1943, à Chypre, des pertes allant jusqu’à 60 à 70% 
dans certains cheptels ont été observées (Gambles, 1949). En 1956, au cours d’une 
épizootie au Portugal et en Espagne, la mortalité ovine relevée dans les quatre premiers 
mois dépassait plus de 46 000 cas au Portugal et 133 000 en Espagne (Roberts, 1990).  
Dans les pays où la maladie est endémique, la vaccination représente également 
un coût important. En revanche, dans le Nord de l’Europe, où le sérotype 8 circule 
activement et en l’absence de vaccin adapté, des mesures de lutte contre la FCO ont été 
prises pour prévenir toute diffusion, à partir des foyers confirmés, notamment par des 
restrictions importantes des mouvements de ruminants. Cette mesure provoque des 
pertes économiques importantes pour les éleveurs situés dans les périmètres de sécurité 
concernés par les interdictions d’exportations. 
 
3 - Etiologie 
 
Le virus responsable de la FCO est un virus de la famille des Reoviridae, genre 
Orbivirus (Borden et al., 1971). En 1959, Sabin proposa de regrouper au sein d’un 
groupe spécifique, des virus, jusqu’ici classés dans le groupe des échovirus, isolés du 
tractus gastro-intestinal et de l’arbre respiratoire, mais qui n’étaient pas liés à des entités 
cliniques définis (Sabin, 1959). Il proposa le nom de Réovirus pour virus Respiratoires, 
Entériques, et Orphelins. Cette famille s’est progressivement enrichie de virus 
apparentés et est aujourd’hui composée de 15 genres infectant aussi bien, les vertébrés, 
les invertébrés que les plantes: les Orbivirus, les Orthoreovirus, les Rotavirus, les 
Coltivirus, les Aquareovirus, les Cypovirus, les Fijivirus, les Phytoreovirus, les 
Oryzavirus, les Seadornavirus, les Idnoreovirus, les Mycoreovirus, les Mimireovirus, 
les Cardoreovirus et les Dinovernavirus (Mertens et al., 2005). Le genre Orbivirus 
inclut 19 espèces dont le virus de la FCO (BTV – Bluetongue Virus) et le virus de la 
peste équine africaine (AHSV – African Horse Sickness Virus). Ces virus sont stables à 
-70°C, +4°C et à température ambiante, en revanche ils perdent de leur pouvoir 
infectieux à -20°C. Les Orbivirus sont divisés en sérogroupes sur la base d’un antigène 
commun localisé au niveau de la capside interne, ce qui leur confère une réactivité 
croisée en fixation du complément (Albina et al., 2007 – annexe 2). Actuellement, 14 
sérogroupes distincts ont été identifiés (tableau 1). Chaque sérogroupe est divisé en 
sérotypes (Gould & Hyatt, 1994).  





Tableau 1 - Classification des différents sérogroupes appartenant au genre Orbivirus. Adapté de Albina 
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3-1 - Morphologie et structure  
 
Les virions sont dépourvus d’enveloppe virale et possèdent une capside à 
symétrie icosaédrique dont la taille varie entre 60 et 80 nm. Cette dernière est constituée 
d’une capside externe et d’une capside interne (ou core) d’une taille de 54 nm, 
consistant en un assemblage de 32 capsomères arrangés en structure icosaédrique (Els 
& Verwoerd, 1969). Le nom de genre Orbivirus provient de la structure des virions 
(orbis = anneau en latin). Le génome viral, logé au sein de la capside interne, est 
composé de 10 segments d’ARN double brin de tailles différentes. La taille totale du 
génome est d’environ 19200 bases. Le tableau 2 présente les caractéristiques des 
segments génomiques du virus de la FCO ainsi que leurs produits d’expression. Les 
protéines peuvent être classées en deux catégories, les protéines structurales (VP1 à 
VP7) et les protéines non structurales (NS1 à NS3) (Verwoerd, 1969). Une 
représentation schématique de la structure du virus de la FCO est donnée en figure 2. La 
capside externe est composée de 2 protéines structurales majeures VP2 et VP5, 
représentant 43% de la masse totale des protéines (Gould, 1988). La protéine VP2, 
constituant majeur de la capside externe, est la protéine la moins conservée de toutes les 
protéines (Mertens et al., 1987a ; Roy, 1989) et est l’antigène spécifique de type 
(Mertens et al., 1987b ; Cowley & Gorman, 1989 ; Mertens et al., 1989 ; Roy, 1989 ; 
Huismans & Van Disjk, 1990). La capside interne (ou core) est composée de deux 
protéines structurales majeures, VP7 et VP3 et de trois protéines structurales mineures, 
VP1, VP4 et VP6 (Howell, 1960 ; Huismans et al., 1987a, Mertens et al., 1987a ; 
Huismans & Van Disjk, 1990). La nucléocapside est constituée de 32 capsomères 
tubulaires (Els & Verwoerd, 1969) composés par la protéine VP7. La protéine VP7 est 
le composant majeur de la capside interne du virus et possède également des 
déterminants antigéniques de groupe (Gumm & Newman, 1982 ; Roy, 1989 ; Huismans 
& Van Disjk, 1990). La matrice (ou subcore) est composée par la protéine VP3, qui 
interagit de manière forte avec les trois protéines mineures VP1, VP4 et VP6 (Grimes et 
al., 1998 ; Gouet et al., 1999) ; ces trois dernières constituant le complexe de 
transcription (Albina et al., 2007). La protéine VP3 est une protéine qui possède des 
déterminants antigéniques spécifiques du groupe (Iwata et al., 1992 ; Roy, 1992a).  




Tableau 2 - Caractéristiques des segments génomiques du virus de la FCO. 
Adapté de 1 Roy, 1992a, 2 Roy, 1989 ; 3 Huisman & Vandisjk, 1990 ; 4 Pedley et al., 1988 ; 5 Hewat et al., 1992a ; 6 
Mertens et al., 1984 ; 7 Mertens et al., 1987a ; 8 Roy et al., 1988 ; 9 Urakawa et al., 1989 ; 10 Cowley & Gorman, 
1989 ; 11 Mertens et al., 1989 ; 12 Roy et al ., 1989 ; 13 Huisman et al., 1987a ; 14 Gouet et al., 1999 ; 15 Grimes et 
al.,1998 ; 16 Le Blois et al., 1992 ; 17 Hewat et al., 1992b ; 18 Huisman & Els, 1979 ; 19 Mertens et al., 1996 ; 20 Xu et 
al., 1997 ; 21 Gumm & Newman, 1982 ; 22 Brookes et al., 1993 ; 23 Thomas et al., 1990 ; 24 Kar et al., 2007 ; 25 
Theron et al., 1994 ; 26 Roy et al., 1990a ; 27 Stauber et al., 1997 ; 28 Wu et al., 1992 ; 29 Bansal et al., 1998 ; 30 Hyatt 






































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   













   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

















   
   
   
   
   
   
   
   
   



























































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   























































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   













   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



















































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   















































































































































Figure 2 - Représentation schématique de la structure du virus de la FCO. Adapté de Lefèvre, 2003. 
 
Quatre protéines non structurales, NS1, NS2 et NS3/NS3A sont produites lors de 
la multiplication du virus dans la cellule sans être incorporées aux virions. La protéine 
NS1 est produite en très grande quantité et s’accumule dans les cellules pour donner 
naissance à des structures tubulaires dans le cytoplasme (Huismans & Els, 1979 ; Hewat 
et al., 1992b). NS2 est une phosphoprotéine (Modrof et al., 2005) qui jouerait un rôle 
dans l’organisation du génome avant encapsidation. Le segment 10 code pour deux 
protéines non structurales NS3 et NS3A. Ces dernières seraient associées aux derniers 
stades de la morphogenèse des virions (Hyatt et al., 1991) et joueraient un rôle dans la 
libération des virions néoformés (Hyatt et al., 1993). 
La nature segmentée du génome permet le réassortiment entre segments lors de 
co-infections. De plus, le génome viral subit un taux élevé de mutations contribuant à 
une variation génétique. Ces particularités expliquent la variabilité antigénique du virus 
de la FCO au travers de ses 24 sérotypes décrits. 
 
3-2 - Immunogénicité des protéines  
 
Exposées à la surface de la particule virale, les protéines de structure VP2 et à 
moindre degré VP5, sont les antigènes cibles des anticorps neutralisants spécifiques de 
type (Huismans & Erasmus, 1981 ; Jeggo et al., 1984a ; Huismans et al., 1987 ; Mertens 
 Membrane externe  
2 protéines majeures 
VP2, VP5 
Nucléocapside ou core 
2 protéines majeures et 3 protéines mineures 
VP7 
VP1, VP3, VP4, VP6 
(Subcore ou matrice) 
 
+ 4 protéines non structurales : NS1, NS2, NS3/NS3A 
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et al., 1987b ; Pierce, 1995). L’immunité cellulaire est induite par la protéine majeure 
de la capside interne VP7 ainsi que par les protéines non structurales NS1 et NS2 (Jeggo 
& Wardley, 1982a ; 1982b ; 1982c ; Jeggo et al, 1983 ; 1984b ; 1985 ; Jeggo & 
Wardley, 1985 ; Andrew et al., 1995 ; Wade-Evans et al., 1996 ; Jones et al., 1997). Ces 
dernières s’accumulent en grande quantité pendant la réplication virale et génèrent 
respectivement des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) chez le mouton et chez la souris. 
La protéine non structurale NS3, s’accumule également en grande quantité lors de la 
réplication du virus mais aucune information n’est connue quand à la réponse 
immunitaire engendrée. 
 
3-3 - Cycle de réplication 
 
 La réplication du virus de la FCO, chez les mammifères, s’effectue dans les 
cellules hématopoïétiques et endothéliales puis le virus est libéré dans le sang circulant. 
Dans un premier temps, le virion s’attache à la membrane cellulaire par l’intermédiaire 
de la protéine VP2. La protéine d’attachement du virus aux cellules de Culicoides est la 
protéine VP7 (Mertens et al. 1996 ; Xu et al., 1997 ; Tan et al., 2001). L’interaction de 
la protéine VP2 avec son ligand cellulaire déclenche l’internalisation du virus (Hassan 
& Roy, 1999) par invagination de la membrane cellulaire. Les vacuoles d’endocytose, 
nouvellement formées, fusionnent avec des lysosomes et permettent ainsi l’activation 
d’une transcriptase virale (Huismans et al., 1987a). L’induction de la transcription est 
effectuée dans les virions décapsidés. Dans la particule virale, les ARN bicaténaires 
(ARN db) sont associés aux complexes de transcription constitués par les protéines 
VP1, VP4 et VP6. La réplication de l’ARN s’effectue au niveau de ces complexes et les 
ARN néo-synthétisés sont libérés par les pores situés aux sommets de la particule 
icosaédrique (Urbano & Urbano, 1994). La protéine VP1, constituant l’ARN 
polymérase ARN-dépendante du virus, transcrit les brins négatifs d’ARN db en ARN 
messagers précoces coiffés et polyadénylés par la VP4, qui serviront à la synthèse des 
protéines et de matrice à la synthèse des ARN négatifs. La protéine VP6 possède des 
séquences en acides aminés communes aux hélicases et pourrait jouer un rôle dans 
l’encapsidation des ARN db (Roy, 1992a). La protéine NS2 se fixe aux ARN simples 
brins et interviendrait dans la réplication. Une traduction d’ARNm tardifs non coiffés se 
met alors en place et aboutit à la synthèse des protéines structurales. Les protéines VP3 
synthétisées forment dans le cytoplasme une particule instable à géométrie icosaédrique. 
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Les trois protéines VP1, VP4 et VP6 interagissent avec cette structure dans laquelle les 
ARN db sont encapsidés. La protéine VP7 se fixe, sous forme de trimère, à la surface de 
cette capside interne afin d’en rigidifier la structure. Les protéines VP2 et VP5 
constituent finalement la capside externe (Albina et al., 2007). Les protéines NS3 et 
NS3A sont ancrées dans les membranes des vésicules intracellulaires et dans la 
membrane plasmidique. Ces protéines permettraient la fixation et le transport des 
particules virales dans les compartiments membranaires de la cellule et favoriseraient la 
libération des virions par bourgeonnement (Hyatt et al., 1993 ; Beaton et al., 2002).  
 
4 - La maladie 
 
Le virus de la FCO infecte naturellement les ruminants domestiques et sauvages. 
Les symptômes sont visibles principalement chez les ovins et préférentiellement sur des 
races améliorées, comme les races corses, sardes ou les mérinos (Zientara & Gourreau, 
2001). La plupart des autres espèces de ruminants déclarent une forme asymptomatique 
; seule la présence d’anticorps traduisant une séroconversion due au virus de la FCO est 
alors mise en évidence.  
 
4-1 - Pathogénie 
 
 L’infection des hôtes vertébrés produit une première virémie discrète et permet 
la localisation primaire du virus dans la rate, les amygdales et les noeuds lymphatiques 
régionaux. La charge virale est beaucoup plus élevée durant la seconde virémie, ce qui 
permet la détection du virus, l’infection d’autres vecteurs hématophages et la 
dissémination du virus dans de nombreux tissus. Le virus se multiplie dans les cellules 
hématopoïétiques et endothéliales au sein d’une variété de tissus et provoque la 
dégénérescence et la nécrose de l’endothélium vasculaire. C’est l’atteinte des cellules 
endothéliales qui entraîne une fragilité capillaire avec hémorragies et oedèmes et 
explique les lésions observées (Lefèvre, 2003). Le virus se dissémine dans l'organisme 
par une virémie associée aux cellules sanguines pouvant durer plusieurs semaines, 
même en présence d’anticorps neutralisants.  
Plusieurs facteurs peuvent influencer la durée ainsi que la charge virale présente 
dans le sang périphérique, tels que le sérotype impliqué ou l’espèce animale considérée. 
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Singer et al. (2001) ont analysé un grand nombre de données et ont conclu que la durée 
de la virémie chez les bovins n’excédait pas 9 semaines dans 99% des cas. L’épizootie 
ayant eu lieu dans le Nord de la France a montré des durées de virémie très variables, 
allant de 8 à 22 semaines pour certains animaux (Zientara, communication personnelle). 
Chez les ovins, la durée maximale de virémie observée est de 54 jours (Koumbati et al., 
1999) mais elle se situe en moyenne entre 8 jours et 30 jours (Lefèvre, 2003). En ce qui 
concerne les caprins, peu d’études ont été menées mais d’après Verwoerd & Erasmus, 
1994, la virémie n’excèderait pas 3 semaines. 
 
4-2 - Symptômes 
 
4-2-1 - Pathologie observée chez les ovins 
 
Trois formes de pathologie peuvent être observées chez les ovins ; une forme 
aiguë, une forme subaiguë et une forme inapparente. La forme subaiguë, rare en Europe, 
se rencontre presque exclusivement dans les zones d’enzootie, chez des races rustiques 
et se traduit par une symptomatologie atténuée. La forme inapparente se rencontre chez 
des races rustiques en zones d’enzootie et se traduit par une absence de signes cliniques.  
Dans le cas de la forme aiguë, après une période d’incubation moyenne de 2 à 6 
jours, avec un maximum de 18 jours, les animaux présentent en tout premier lieu une 
hyperthermie pouvant atteindre 42°C ainsi qu’un abattement (Figure 3a) pendant 4 à 8 
jours. Dans les jours qui suivent sont observés des phénomènes congestifs, oedémateux 
et hémorragiques (Lefèvre, 2003): 
- Congestions et hémorragies punctiformes accompagnées d’hypersalivation, évoluant 
vers l’ulcération et la nécrose sur les lèvres et le museau, dans la cavité buccale (Figure 
3b). 
- Oedèmes des lèvres, de l’auge et de la langue, qui peuvent s’étendre à l’ensemble de la 
tête (Figure 3c). La langue peut devenir alors cyanotique (d’où le nom de 
« Bluetongue ») (Figure 3d). 
- Ptyalisme important, consécutif à la présence de lésions buccales (Figure 3e). La 
salive devient vite sanguinolente et nauséabonde. 
- Jetage et épiphora séro-muqueux puis rapidement muco-purulent abondants 
conduisant à la formation de croûtes. 
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- Anorexie (Figure 3f). 
A partir du sixième jour, des arthrites ainsi que des lésions congestives puis 
ulcératives du bourrelet coronaire des onglons entraînent des boiteries prononcées. Une 
myosite dégénérative entraîne raideur des membres, torticolis (Figure 3g), cyphose et 
fonte musculaire. La congestion de la peau peut se généraliser, et entraîner une chute de 
la laine en quelques semaines (Figure 3h). 
La mortalité survient dans les 10 à 12 jours en moyenne après le début de la 
maladie. Si l’animal résiste, la guérison est lente et de nombreuses séquelles peuvent 
persister telles que de la stérilité, de l’alopécie ou des retards de croissance. Le taux de 
morbidité est de 80 à 100% chez les ovins pleinement réceptifs ; le taux de mortalité est 
variable, se situant entre 2 et 20% et est le plus souvent engendré par des maladies 
intercurrentes. 
Le passage transplacentaire du virus peut également provoquer des pertes chez 
les femelles gestantes. Si l’infection a lieu lors du premier tiers de la gestation, il 
entraîne une mortalité embryonnaire et fœtale (Zientara et al., 2000). Lors du second 
tiers, il y a des anomalies congénitales, hydranencéphalies. Au cours du dernier tiers de 
gestation, le fœtus ou l’agneau développe une réponse immune contre l’infection virale.  































Figure 3 - Symptômes observés chez des moutons atteints d’une forme aiguë de la FCO. a. Apathie 
(Photo J. Santolini), b. Hémorragies en nappe dans toute la cavité buccale (Photo P.C. Lefèvre), c. 
Volumineux œdème sous glossien (Photo J.M. Gourreau), d. Cyanose de la langue (Photo IAH), e. 
Ptyalisme signalant la présence de lésions buccales (Photo J.M. Gourreau), f. Amaigrissement dû à une 
fonte musculaire (Photo J.M. Gourreau), g. Torticolis engendré par une myosite dégénérative (Photo J.M. 
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4-2-2 - Pathologie observée chez les bovins et les caprins 
 
Dans les espèces bovines et caprines, l’infection généralement inapparente, se 
limite à une hyperthermie transitoire. Ainsi, aucun signe clinique n’est observable et 
seule la présence d’anticorps témoigne alors de l’infection des animaux. Toutefois, dans 
5% des cas, une forme aiguë peut se manifester chez les bovins par des signes cliniques 
tels qu’une hypersalivation accompagnée de dyspnée, une inflammation des muqueuses, 
des ulcérations de la muqueuse buccale et nécrose de l’épithélium du mufle (Albina et 
al., 2007). Pendant l’été 2006, le virus de la FCO a provoqué une épizootie dans la 
région de Maastricht (Pays-Bas) et de Liège (Belgique). Les bovins ont présenté des 
lésions nécrotiques sur le mufle et les gencives (figures 4a et 4b), du jetage muco-
hémorragique, un larmoiement avec œdèmes des paupières et de l’auge, des lésions 
congestives sur les mamelles (figure 4c) (Zientara et al., 2006). Le taux de morbidité 
varie entre 0,4 et 30% et le taux de mortalité semble très faible. De plus, en raison de 
son passage transplacentaire, le virus provoque des avortements et des malformations 
congénitales chez les veaux infectés in utero. Chez les caprins, peuvent être observés 
très occasionnellement de l’hyperthermie transitoire associée à une faiblesse de 














Figure 4 - Symptômes observés chez des bovins atteints de FCO. a. Lésions nécrotiques sur le mufle 
(Photo de G.D. Deventer), b. Lésions nécrotiques sur les gencives (Photo DDSV des Ardennes), c. 
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4-2-3 - Pathologie observée dans la faune sauvage 
 
 Des études sérologiques ont montré que dans la faune sauvage africaine, de 
nombreuses espèces de mammifères (notamment buffles, grands koudous, impalas et 
springboks) possédaient des anticorps contre le virus de la FCO sans présenter aucun 
signe clinique. Il en est de même en Amérique du Nord où des cerfs mulets et wapitis, 
ont été trouvés séropositifs (Taylor, 1986 ; MacLachlan, 1994 ; Johnson et al., 2006). 
En Corse, des cerfs en captivité ont présenté des taux élevés de séroconversion 
(Zientara, 2006). 
 
4-3 - Diagnostic 
 
4-3-1 - Diagnostic clinique 
 
 Chez les ovins, la FCO peut-être diagnostiquée cliniquement lors de 
l’observation de syndromes fébriles associés à des lésions des muqueuses oro-nasales. 
Dans les autres espèces (bovines ou caprines), le diagnostic clinique est plus difficile 
(Albina et al., 2007). En effet, la FCO peut être confondue avec plusieurs autres 
maladies provoquant des symptômes assez proches tels que l’ecthyma contagieux dû à 
un poxvirus et provoquant des lésions péribuccales de nature papulo-croûteuse ou 
ulcérative. Cependant des vésiculopustules ou des nodules sont observées sur 
l’ensemble du corps et cette infection ne provoque pas d’œdème. La fièvre aphteuse en 
raison des lésions buccales et podales qu’elle provoque devrait être suspectée de façon 
systématique. Les lésions de fièvre aphteuse sont cependant beaucoup moins 
prononcées que lors d’un épisode de FCO et surtout ne sont pas accompagnées 
d’oedèmes. La FCO peut également être confondue avec la nécrobacillose qui provoque 
des ulcères profonds chez des animaux dénutris ou immunodéprimés et avec des 
allergies dues aux piqûres d’insectes qui se caractérisent par des papules oedémateuses 
puis par des vésicules et ulcères superficiels (Albina et al., 2007). Dans les pays 
tropicaux, la FCO peut également être confondue avec la peste des petits ruminants 
affectant les caprins et les ovins (Lefèvre, 2003). 
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4-3-2 - Diagnostic de laboratoire 
 
 Le diagnostic de laboratoire intervient à la fois pour confirmer les suspicions 
cliniques mais aussi pour déterminer le sérotype incriminé. Le diagnostic virologique 
consiste à mettre en évidence le virus (diagnostic conventionnel) ou son génome 
(diagnostic moléculaire). Le diagnostic sérologique permet quant à lui, non seulement 
de détecter la présence d’anticorps, signant alors une infection ou une vaccination, mais 
également de rechercher le sérotype incriminé lors d’une épizootie. La recherche du 
virus, en cas de suspicion, se fera à partir de 5 ml de sang prélevé sur anticoagulant 
(EDTA) pendant la phase d’hyperthermie, correspondant à la phase de virémie 
maximale. Sur le cadavre frais, peuvent être prélevés la rate, le cœur et/ou les noeuds 
lymphatiques. Après acheminement des prélèvements au laboratoire, sous régime du 
froid, le virus pourra être isolé par inoculation sur œufs embryonnés de 9 à 11 jours 
(Clavijo et al., 2000), puis dans un second temps sur culture cellulaire (cellules BHK21 
ou VERO). Le typage peut être effectué, après isolement du virus, par neutralisation 
virale sur culture de cellules à l’aide des 24 sérums hyper immuns spécifiques produits 
sur ovins ou lapins par le laboratoire de référence international pour la FCO, l’Institute 
of Animal Health (IAH, Pirbright, Angleterre). 
 Des techniques plus rapides permettent de mettre en évidence le génome viral 
par son amplification. Les techniques de PCR conventionnelles permettent 
l’amplification de gènes hautement conservés tels que les segments 1, 5, 7 et 10 codant 
respectivement pour les gènes NS1, VP5, VP7 et NS3 (Bréard et al., 2003). La PCR de 
type basée sur le segment 2, codant pour la protéine VP2, est spécifique de chaque 
sérotype et permet l’identification du sérotype incriminé (Zientara et al., 2002). Ces 
techniques présentent une haute spécificité ainsi qu’une grande sensibilité. La détection 
quantitative du génome viral est désormais possible par la PCR en temps réel basée sur 
la technologie Taqman avec l’utilisation de fluorophores. Elle est basée sur les segments 
1, 5 ou 10 (Orru et al., 2006 ; Shaw et al., 2007 ; Toussaint et al., 2007b).  
 De nombreuses techniques permettant le diagnostic sérologique ont été mises au 
point mais seules trois d’entres elles sont recommandées par l’OIE (OIE, 2004) : 
l’immunodiffusion en gélose, l’ELISA de compétition qui est aujourd’hui le test plus 
utilisé (plusieurs kits sont commercialisés), et le test de neutralisation virale. Ces deux 
premières techniques permettent un diagnostic de groupe puisqu’elles reposent sur la 
reconnaissance d’antigènes communs aux 24 sérotypes. Les analyses sérologiques se 
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font à partir de sang prélevé sur tube sec (5 ml environ). Dans les régions où les 
cheptels ovins sont vaccinés, la séropositivité peut-être attribuée à la détection 
d’anticorps post-vaccinaux. La neutralisation virale est utilisée pour identifier le 
sérotype en cause ou pour déterminer le ou les sérotypes contre lesquels un animal a été 
immunisé. Cependant, en raison des nombreuses réactions croisées entre sérotypes, 
l’interprétation de ce test peut être délicate. 
 
5 - Le vecteur 
 
La FCO est transmise essentiellement par l’intermédiaire d’insectes 
hématophages appartenant au genre Culicoides (Diptera: Cerotopogonidae) Latreille 
1809. On parlera d’arbovirose, car il s’agit d’un virus transmis par des vecteurs 
arthropodes (arbovirus pour arthropod borne virus). Sur les 1254 espèces de Culicoides 
décrites mondialement, 33 sont, à ce jour, connues pour être impliquées dans la 
transmission du virus de la FCO (Mellor, 1990 ; Meiswinkel, 2004a). Ces insectes sont 
également impliqués dans la transmission de nombreuses autres maladies, humaines ou 
animales. Ainsi, ils sont responsables de la transmission de nématodes, de protozoaires 
(Linley, 1985) et de nombreux virus de la famille des Bunyaviridae (virus Akabane), 
Rhabdoviridae (virus de la stomatite vésiculeuse) et Reoviridae (virus de la peste équine 
africaine et de la fièvre hémorragique du cerf). L’importance médicale et vétérinaire des 
Culicoides, ainsi que les nuisances qu’ils occasionnent dans certaines régions du globe 
expliquent les nombreux travaux entrepris ces dernières années.  
 
5-1 - Taxonomie et morphologie 
 
La famille des Ceratopogonidae comprend environ 5500 espèces réparties en 
125 genres dont le genre Culicoides (Mellor et al., 2000). Ce dernier compte, à lui seul, 
plus de 1254 espèces (Beckenbach & Borkent, 2003) réparties en 25 sous-genres dont le 
genre Avaritia Fox, 1955 comprenant plusieurs espèces impliquées dans la transmission 
de la FCO. L’identification des espèces et la systématique en général, sont réalisées en 
fonction de ressemblances morphologiques sur la base d’une clé d’identification 
(Delécolle, 1985) et notamment grâce aux motifs alaires composés de zones claires et 
de zones sombres (figure 5). Lorsque le patron alaire ne permet pas une identification 
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précise de l’espèce, les spécimens doivent être disséqués et montés sur lames pour être 
identifiés microscopiquement. L’identification des femelles est basée sur la forme des 
spermathèques, l’espace inter oculaire, le nombre et l’arrangement des soies présentes 
sur les antennes. Pour les mâles, la forme du genitalia est généralement suffisante pour 







Figure 5 - Patrons alaires de Culicoides obsoletus, Culicoides scoticus et Culicoides imicola. Dessins de 
Jean-Claude Delécolle. 
 
Les larves des différentes espèces de Culicoides sont difficilement identifiables 
sur le plan morphologique. Les outils d’identification moléculaire récemment 
développés à partir de différents marqueurs, cytochrome oxydase I (Linton et al., 2002 ; 
Dallas et al., 2003 ; Pagès et al., 2005 ; Nolan et al., 2007), cytochrome oxydase II 
(Beckenbach & Borkent, 2003), ITS-1 (Cêtre-Sossah et al., 2004 ; Perrin et al., 2006 ; 
Mathieu et al., 2007 ; cf. annexe 2), et ITS-2 (Gomulski et al., 2006), représentent une 
aide précieuse à la taxonomie classique. 
Au stade adulte, les Culicoides sont de petits insectes piqueurs mesurant entre 1 
à 3 mm de long (Delécolle & Schaffner, 2003). La tête, de forme légèrement aplatie 
porte des antennes assez longues pourvues, chez les mâles, de longues soies couchées 












C. obsoletus C. scoticus C. imicola
200 µm
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5-2 - Biologie et distribution 
 
 Les Culicoides ont, généralement, une activité crépusculaire ou nocturne et les 
femelles sont pour la plupart hématophages ; leurs préférences trophiques variant en 
fonction des espèces (Delécolle & Schaffner, 2003). La transmission des pathogènes 
s’effectue lors du repas sanguin nécessaire à la maturation des œufs. Les étapes 
successives du cycle de développement d’un Culicoides sont représentées sur la figure 
7. La ponte a lieu, en général, 2 jours après le repas de sang et les œufs éclosent dans les 
3 à 5 jours suivants, si les températures sont favorables. Les gîtes larvaires sont 
extrêmement variés mais ont pour caractéristiques communes une humidité suffisante 
(larves aquatiques ou semi aquatiques) et la présence de matières organiques. Les œufs 
sont pondus au sol, sur des matières végétales, soit en décomposition (trous d’arbres, 
souches pourries, feuilles mortes…), soit recyclées par les animaux (bouses…). S’en 
suivent quatre stades larvaires, aquatiques ou semi aquatiques, dont la survie est 
inféodée à la présence de conditions environnementales adéquates. Les larves sont 
vermiformes, eucéphales et apneustiques. Le développement larvaire peut durer, selon 
l’espèce et les conditions du milieu, de 2 semaines à plusieurs mois. Les larves, se 
nourrissent de débris organiques divers, de bactéries, de protozoaires, de nématodes 
(Linley, 1979) et, parfois, de leurs congénères. Les larves peuvent entrer en hypobiose, 
si les conditions climatiques sont temporairement défavorables, et résister ainsi 
plusieurs mois. Au terme de leur développement, les larves remontent en surface et 
recherchent un support, où elles se transforment en nymphes (Delécolle & Schaffner, 
2003). Les nymphes sont mobiles mais très peu actives et ne se nourrissent pas. La 
durée du stade nymphal est très courte. L’émergence de l’imago a lieu au bout de 2 à 10 
jours.  
 L’activité des adultes est très fortement influencée par la température et est 
optimale entre 13°C et 35°C (Sellers, 1981). La longévité des adultes est estimée à 
environ 3 semaines. La survie et l’activité des Culicoides sont fortement liées aux 
températures. Ainsi, ils présentent une activité maximale à des températures avoisinant 
les 24°C, alors qu’ils arrêtent de voler en dessous de 15-18°C. Leur survie nécessiterait 
en moyenne des températures pour les mois les plus froids supérieures à 12,5°C 
(Mellor, 1990).  
 
 
















Figure 7 - Représentation schématique du cycle biologique des Culicoides spp. Adapté de Zenner, 1977. 
 
Les Culicoides ont une large distribution géographique et ont colonisé tous les 
milieux exceptées les régions polaires, la Nouvelle Zélande, la Patagonie et les îles 
Hawaii (Meiswinkel et al., 1994). La diffusion de ces insectes se fait beaucoup par 
transport passif, notamment par le vent (Seller, 1980). Ainsi des vols jusqu'à 700 km 
seraient possibles (Mellor et al., 2000). De nombreuses études ont montré que 
l’introduction de nouvelles maladies était très fortement liée à des mouvements passifs 
de Culicoides (Sellers et al., 1979 ; Mohammed & Taylor, 1987 ; Sellers & Maarouf, 
1989 ; Homan et al., 1990). 
Culicoides (Avaritia) imicola est l’espèce la plus largement répandue ; on la 
retrouve notamment en Afrique, dans tous les pays bordant la Méditerranée ainsi qu’en 
Asie (Sri Lanka, Thaïlande, Laos et Vietnam) (Wirth & Hubert, 1989). La plupart des 
autres espèces ont une aire de répartition beaucoup plus restreinte, ceci est dû aux 
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5-3 - Implication des Culicoides dans la transmission de la FCO 
 
Dans les conditions naturelles, la capacité de transmission d’agents pathogènes, 
notamment du virus de la FCO, n’a été établie de manière définitive que pour quelques 
espèces de Culicoides et est suspectée pour d’autres espèces (Delécolle & Schaffner, 
2003). Celle-ci est conditionnée par le vecteur lui-même, le virus, l’hôte et les 
conditions climatiques (Hardy et al., 1983). Après avoir été ingéré par l’insecte lors du 
repas sanguin, le virus traverse la barrière intestinale et se multiplie dans l’hémocoele. Il 
diffuse ensuite dans l’organisme et atteint les glandes salivaires où un cycle de 
multiplication se déroule. La durée de la virémie, chez les hôtes vertébrés, est un facteur 
important dans la transmission du virus aux insectes. En l’absence de transmissions 
transovariennes chez les vecteurs (Sellers & Mellor, 1993), le maintien de l’infection 
(ou « overwintering ») dans les régions où les adultes disparaissent une partie de l’année 
s’explique par la longueur de la virémie chez les hôtes vertébrés (Takamatsu et al., 
2003 ; Purse et al., 2006). Si l’hiver s’étend sur plus de 3 à 4 mois, l’infection ne peut se 
maintenir, les Culicoides adultes émergent au printemps se nourrissant sur des animaux 
non virémiques. En revanche, certaines études ont montré que la survie d’une partie de 
la population de vecteurs au cours de l’hiver était possible (Sellers & Mellor, 1993 ; 
Gerry & Mullens, 2000) et que le maintien de l’infection chez les hôtes invertébrés, 
serait également possible (White et al., 2005). Il est donc possible de maintenir un cycle 
d’infection entre les vecteurs et leurs hôtes au cours de l’hiver. 
La capacité vectorielle des Culicoides dépend également de facteurs 
environnementaux dont la température principalement (Mullens et al., 1995). En effet, 
les basses températures diminuent le taux d’infection, la virogenèse, la fréquence des 
repas, et repoussent la date de la première piqûre infectante. A l’inverse, des 
températures élevées augmentent ces mêmes phénomènes et accélèrent les processus de 
réplication virale à l’intérieur de l’insecte (Gerry & Mullens, 2000). De plus, il a été 
suggéré que des températures élevées pourraient augmenter la capacité vectorielle 
d’espèces qui ne sont habituellement pas considérées comme vectrices (Wittmann, 
1999). Seulement une trentaine d’espèces de Culicoides ont été incriminées dans la 
transmission du virus de la FCO (tableau 3) (Mellor, 1990 ; Meiswinkel, 2004).  




Espèces Localisations géographiques 
C. imicola Afrique1, 2, 3, 4, 5, Bassin méditerranéen6, 7, 8, Asie9, 10, 11, 12  
C. brevitarsis Asie13, Australie14 
C. bolitinos Afrique du Sud15, 16 
C. obsoletus Bassin méditerranéen17, 18 
C. scoticus Bassin méditerranéen19 
C. dewulfi Europe du Nord20 
C. fulvus Australie14, Asie13, 21, 22  
C. dumdumi Asie, Australie23 
C. orientalis Asie13, 21, 22 
C. actoni Australie, Asie24  
C. pusillus Amérique centrale25, 26, Amérique du Sud25 
C. wadai Asie13, 21, Australie27 
C. brevipalpis Asie28, Australie28 
C. gulbenkiani Afrique du Sud23 
C. tororoensis Afrique3 
C. pulicaris Europe29 
C. magnus Afrique23 
C. sonorensis Amérique Centrale32, Amérique du Nord30, 31, Amérique du Sud32 
C. nubeculosus Europe de l’Est33 
C. puncticollis Afrique23 
C. oxystoma Chine28 
C. nevilli Afrique23 
C. insignis Amérique du Sud25, 34, Amérique centrale26, Caraïbes25, 26  
C. filarifer Amérique Centrale26, Australie14 
C. peregrinus Afrique23 
C. milnei Amérique du Nord3, 35 
C. stellifer Amérique du Nord36 
C. furens Afrique37 
C. pycnostictus Amérique du Nord38 
C. trilineatus Amérique Centrale38 
C. homotomus Asie28 
C. cornutus Afrique39 
C. boydi Amérique du Nord28 
 
Tableau 3 - Liste des 33 espèces du genre Culicoides impliquées dans la transmission de la FCO.  
Adapté de 1Meiswinkel et al., 1994 ; 2Blackburn et al., 1985 ; 3Walker & Davies, 1971 ; 4Mellor et al., 1984 ; 
5Nevill et al., 1992 ; 6Mellor et al., 1985 ; 7Mellor et al., 1990 ; 8Boorman, 1986 ; 9 Boorman, 1989 ; 10Braverman et 
al., 1976 ; 11Jennings et al., 1983 ; 12 Muller & Li, 1996 ; 13Sukarsih et al., 1993 ; 14Standfast et al., 1985 ; 15 Venter 
et al., 1998 ; 16 Venter & Meiswinkel, 1994 ; 17Mellor & Pitzolis, 1979 ; 18De Liberato et al., 2005 ; 19Savini et al., 
2005 ; 20 OIE, 2006 ; 21Sukarsih et al., 1996 ; 22Sendow et al., 1996 ; 23 Meiswinkel et al., 2004 ; 24Zhang et al., 1999 
; 25Greiner et al., 1985 ; 26 Mo et al., 1994 ; 27Mellor, 1998 ; 28FAO ; 29Caracappa et al., 2003 ; 30Tabachnick, 1992 ; 
31Tabachnick & Holbrook, 1992 ; 32Mellor et al., 2000 ; 33Mellor & Leake, 2000 ; 34Kramer et al., 1985 ; 35Wieser-
Schimpf et al., 1993 ; 36Mullen & Anderson, 1998 ; 37Paweska et al., 2002 ; 38Greiner et al., 1990 ; 39 Venter et al., 
1994. 
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6 - Contrôle de la maladie 
 
 La propagation de la maladie peut se faire soit par le biais de déplacements 
d'animaux infectés et/ou de leurs semences et embryons, soit par le transport du vecteur 
infecté et infectant. Le contrôle de la maladie peut s’effectuer de plusieurs façons ; par 
la mise en place de réseaux d’épidémio-surveillance permettant le contrôle des 
mouvements d’animaux et le suivi des populations d’insectes vecteurs d’une part et par 
la lutte anti-vectorielle ou anti-virale d’autre part. Les stratégies de lutte seront 
également différentes selon le statut endémique ou épidémique de la zone infectée. En 
effet, dans ce dernier cas, une éradication de la maladie est tentée alors que dans les 
régions d’endémies, seule une limitation de la propagation est envisagée.  
 La surveillance épidémiologique est « une méthode d’observation fondée sur des 
enregistrements en continu permettant de suivre l’état de santé ou les facteurs de risque 
d’une population définie, en particulier de déceler l’apparition de processus 
pathologiques et d’en étudier le développement dans le temps et dans l’espace, en vue 
de l’adoption de mesures appropriées de lutte » (Toma et al., 1991). 
 
6-1 - Réseaux d’épidémio-surveillance 
 
Dans le cas de maladies vectorielles, il est essentiel de mettre en place une 
surveillance entomologique afin d’estimer la distribution et la dynamique des vecteurs. 
Dans le cas idéal, la recherche du pathogène dans le vecteur peut permettre de 
compléter efficacement le dispositif. A cette surveillance entomologique est jointe la 
surveillance virologique plus classique. 
 
6-1-1 - Surveillance entomologique 
 
 La surveillance entomologique est essentielle pour comprendre et prédire la 
progression de la maladie. Les objectifs de la surveillance entomologique dans le cas de 
la FCO visent à (i) réaliser un inventaire des espèces de Culicoides inféodés aux 
élevages dans une région dont les espèces susceptibles de transmettre le virus et (ii) 
étudier la dynamique saisonnière de ces espèces de Culicoides afin de préciser leurs 
périodes d’activité et d’inactivité. Les données peuvent être interprétées avec les outils 
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de la télédétection (images satellitaires) et les logiciels d’analyse spatiale (systèmes 
d’informations géographiques ou SIG) (Baldet et al., 2003 ; Guis et al., 2007). Ainsi, 
lors de l’épizootie d’octobre 2000 en Corse un réseau de surveillance entomologique a 
rapidement été mis en place afin de faire un suivi de la dynamique des populations de 
vecteurs en Corse (Delécolle & de La Rocque, 2002) mais aussi pour détecter toute 
introduction du vecteur C. imicola sur le continent français (Baldet et al., 2003). Si 
aucune preuve de la présence de C. imicola n’a été établie en 2002 sur le continent, 2 
spécimens y ont été récoltés en mai et septembre 2003. L’installation d’une population a 
été confirmée dès le mois d’octobre 2004 et semble depuis stabilisée. En été/automne 
2006, des foyers cliniques de FCO ont été détectés en Belgique, aux Pays Bas, dans 
l’ouest de l’Allemagne et dans le Nord-Est de la France dans les départements du Nord 
(59), des Ardennes (08) et de la Meuse (55). Des enquêtes entomologiques ont montré 
l’absence du vecteur avéré de la FCO en méditerranée, C. imicola et l’implication 
d’espèces locales de Culicoides dans la transmission du virus (Baldet et al., 2007). 
 
6-1-2 - Surveillance virologique 
 
 En cas de suspicion clinique ou sérologique de FCO, une mise sous surveillance 
sanitaire de l'exploitation est alors engagée. Ceci impose, la mise en quarantaine de 
l'exploitation, avec interdiction des mouvements d'animaux et de produits génétiques 
(semences…), et la mise en œuvre de mesures préventives est alors appliquée. De plus, 
des prélèvements sanguins sont effectués sur 30 animaux du cheptel suspect, afin de 
confirmer le diagnostic. Enfin, la mise en évidence d'un foyer (animal provenant d’un 
cheptel infecté) entraîne l'instauration, d'un périmètre interdit, d'un rayon d'au moins 20 
km autour de ce foyer, et la mise en place d’une zone de protection de 100 km incluant 
le périmètre interdit et une zone d’observation de 50 km autour de la zone de protection. 
Dans chaque zone, des mesures de surveillance et de contrôle des mouvements 
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6-2 - Lutte anti-vectorielle 
 
La propagation de la maladie est essentiellement due à l’abondance et aux 
mouvements actifs et passifs (par le vent) des Culicoides adultes et secondairement, aux 
déplacements des ruminants infectés et transportés. La lutte anti-vectorielle apparaît 
difficile voire impossible du fait de cette dispersion et du grand nombre de gîtes 
larvaires (Meiswinkel et al., 1994). Cette lutte peut être dirigée contre les larves ou 
contre les imagos. 
 
6-2-1 - Lutte anti-larves 
 
La destruction des larves s’avère d’autant plus difficile que les gîtes larvaires 
sont encore mal définis pour un certain nombre d’espèces, notamment pour les espèces 
du genre Avaritia et particulièrement pour C. imicola. En effet, les gîtes larvaires sont 
très difficilement identifiables en dépit du grand nombre d’adultes piégés sur un même 
site (Delécolle, communication personnelle). 
La lutte biologique, qui consiste en l’élimination des larves par l’utilisation, de 
virus entomopathogènes tels que les Baculovirus, Reovirus ou Entomopoxvirus (Purrini 
et al., 1988), de bactéries dont la plus couramment utilisé est Bacillus thuringiensis 
(Ahmed et al., 1994) ou de nématodes, est très peu utilisée chez les Culicoides car 
aucun ennemi des larves n’est assez efficace pour les éliminer en totalité (Holbrook, 
1985).  
La lutte mécanique qui consiste à drainer et à assécher les points d’eau, permet 
d’en éliminer certains mais cette technique est difficilement envisageable sur des points 
d’eau souvent inaccessibles, ou sur des biotopes particuliers (fumiers,…). 
Dans certaines conditions, il est possible de réduire les populations d’adultes en 
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6-2-2 - Lutte anti-adultes 
 
 Les pyréthrinoïdes sont efficaces contre tous les insectes. Malheureusement, 
l’efficacité globale des insecticides à base de pyréthrinoïdes (perméthrine, pirimiphos-
méthyle, deltamethrine) demeure limitée sur les Culicoides (Mullens et al., 2000 ; 
2001). Des travaux récents ont montré qu’un traitement à base d’un antihelminthique, la 
doramectine dérivé de la famille de composés de l'avermectine, protégeait les moutons 
contre une infection au virus de la FCO (Sollai et al., 2007). Cet agent antiparasitaire 
agit en tant que répulsif et réduirait considérablement les piqûres dues aux Culicoides.  
Devant le peu de moyens de lutte efficaces à disposition contre le vecteur, 
d’autres mesures préventives doivent être prises tel que le confinement dans les 
bâtiments d’élevage des troupeaux aux heures où les Culicoides prennent leur repas de 
sang.  
 
6-3 - Lutte contre l’agent pathogène 
 
La vaccination est le meilleur moyen de lutte disponible contre la FCO, 
particulièrement en cas d’épizootie provoquée par un sérotype unique. Après une 
infection naturelle, l’hôte développe une immunité forte et durable contre le sérotype 
homologue mais pas contre des sérotypes hétérologues. Il en est de même avec les 
vaccins à virus atténué ou inactivé, utilisés en routine sur le terrain. Cependant, dans les 
zones d’endémies, il est fréquent de rencontrer plusieurs sérotypes à la fois, ceci 
imposant donc l’utilisation de vaccins multivalents. 
 
6-3-1 - Les vaccins à virus atténué 
 
 Les vaccins à virus atténué sont produits à partir de souches spontanément 
avirulentes ou à partir de souches virulentes atténuées par passages successifs en culture 
cellulaire ou sur œufs embryonnés (Eloit, 1998).  
 Les vaccins à virus atténué contre la FCO, sont produits par un nombre limité de 
laboratoires : en Afrique du Sud (OBP - Onderstepoort Biological Products), en Italie 
(IZS - Instituto Zooprofilattico Sperimentale), au Maroc (Biopharma). Ce sont les 
vaccins les plus utilisés actuellement en routine pour lutter contre la maladie. Ils sont 
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employés depuis plus de 50 ans en Afrique du Sud et ont prouvé leur efficacité. Ce type 
de vaccins est facile à produire, peu coûteux, administrable en une seule injection et 
induit une réponse immunitaire forte de longue durée. Cependant, ils sont spécifiques 
d’un sérotype donné et protègent donc uniquement contre des infections homologues. 
Dans les zones où plusieurs sérotypes sévissent en même temps, l’utilisation de vaccins 
multivalents est nécessaire. Ils peuvent être utilisés sous forme monovalente jusqu’à 
pentavalente. Ces vaccins atténués sont utilisés chez les ovins, les bovins et les caprins. 
Malgré leur efficacité, certains inconvénients liés à leur utilisation ont été rapportés: 
- Des effets secondaires dus à la vaccination ont été rapportés chez des 
ovins, notamment de la fièvre, des oedèmes de la face et des boiteries 
(Savini et al., 2007a), ainsi qu’une baisse de la production de lait 
(Savini et al., 2004 ; Monaco et al., 2004).  
- Des effets tératogènes sur le développement fœtal ont été observés 
chez des femelles gestantes (MacLachlan et al., 1985 ; Murray & 
Eaton, 1996). 
- Possibilité de transmission de ces vaccins par les vecteurs Culicoides 
(Venter et al., 2004 ; Ferrari et al., 2005). 
- Une recombinaison entre les souches sauvages et les souches 
vaccinales est également possible ceci pouvant générer un nouveau 
variant viral.  
- Une atténuation insuffisante entraînant des signes cliniques résiduels 
comme ce qui a été observé en Corse et dans le reste de l’Europe avec 
le vaccin à virus atténué de sérotype 16 (Savini et al., 2007a). 
- Une réversion de virulence est également envisageable. 
- Une protection incomplète des animaux peut être observée lors de 
l’utilisation de vaccins multivalents (Verwoerd & Erasmus, 1994).  
- Ils ne permettent pas de différencier les animaux vaccinés des animaux 
infectés. 
 
6-3-2 - Les vaccins à virus inactivé 
 
Les vaccins à virus inactivé représentent une alternative aux vaccins à virus 
atténué. Ils sont obtenus par exposition de l’agent pathogène à un agent physique 
(chaleur, UV) ou chimique (formol, bétapropioloactone, éthylèneimine) ce qui entraîne 
Etat des connaissances 
 
51 
une perte totale d’infectivité sans dénaturer le pouvoir immunogène (Parker et al., 
1975 ; Stott et al., 1979 ; Campbell, 1985 ; Stevens et al., 1985 ; Stott et al., 1985). Ce 
type de vaccins offre un certain nombre d’avantages par rapport aux vaccins à virus 
atténué, notamment l’impossibilité de réplication du virus, de transmission aux vecteurs 
donc de réassortiments entre les souches et de réversion de virulence. De plus, les 
vaccins à virus inactivé ne provoquent pas d’effets tératogènes.  
Des essais sur le terrain ont prouvé la grande efficacité de ce type de vaccins 
(Stott et al., 1985 ; Di Emidio et al., 2004). Cependant, même si beaucoup de tentatives 
ont été menées ces dernières années pour développer des vaccins à virus inactivés, seuls 
Mérial et l’IZS sont parvenus pour l’instant à commercialiser ce type de produit pour 
lutter contre les sérotypes 2, 4 et 16 (Savini et al., 2007b). Les deux vaccins 
monovalents (sérotype 2 et sérotype 16), ainsi qu’un bivalent 2 et 4, ont été utilisés pour 
certains d’entre eux en Corse, en Espagne, au Portugal, et en Italie (Savini et al., 
2007a). Ce type de vaccins est plus coûteux à la production que les vaccins à virus 
atténué et nécessite jusqu’à présent, une dose de rappel trois à quatre semaines après la 
première injection. De manière à obtenir une réponse immune satisfaisante, ces vaccins 
doivent contenir une quantité importante d’agents pathogènes et nécessitent la présence 
d’adjuvants, deux facteurs qui expliquent leur coût de production élevé (Eloit, 1998). Ce 
type de vaccins ouvre la possibilité de développer une stratégie DIVA (Differentiation 
between Infected and Vaccinated Animals). En effet, lors des processus de purification 
des particules virales, les protéines non structurales sont éliminées. Le développement 
d’un outil diagnostic basé sur une des protéines non structurales permettrait de 
différencier les animaux vaccinés des animaux infectés. 
 
6-3-3 - Les vaccins dits de « nouvelle génération » 
 
Les techniques de biologie moléculaire n’ont pas seulement permis d’identifier 
certains gènes de virulence ; elles ont aussi conduit à identifier les protéines majeures 
contre lesquelles la réponse immune de l’hôte est dirigée. Le gène ou une partie de 
celui-ci peuvent alors être clonés dans un vecteur (bactérie, virus).  
Le système baculovirus est très utilisé pour la production de structures 
protéiques similaires aux particules virales mais sans contenir de matériel génétique 
(French & Roy, 1990 ; French et al., 1990): il s’agit de structures protéines reconstituant 
le core (core-like particles, CLPs) ou reconstituant le virus (viral-like particles VLPs). 
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Les réponses immunitaires contre ces protéines synthétiques ont été évaluées in vitro et 
au cours d’expérimentations animales (Roy, 1991 ; 1992b ; 1993 ; 1995 ; Roy et 
Erasmus, 1992 ; Roy et al., 1990b ; 1992 ; 1994a ; 1994b ; Urakawa et al., 1994 ; 
Johnson et Roy, 1996). Des vaccins utilisant des antigènes composés de pseudo-
particules constituées de protéines de structure VP2-VP5 du virus de la FCO ont donné 
des résultats prometteurs en procurant une protection totale contre un challenge 
homologue mais n’ont jamais été commercialisés (Roy et al., 1990b). Ce type de vaccin 
reste toutefois spécifique d’un sérotype donné. 
 Le système des vaccins recombinants a également été très largement testé mais 
reste à l’état de recherche et n’est pas commercialisé. Ainsi Boone et al., 2007 et Lobato 
et al., 1997 ont obtenu une protection, après une épreuve homologue, des moutons 
immunisés respectivement avec un vaccin canarypoxvirus ou vaccine, co-exprimant les 
protéines de la capside externe, VP2 et VP5. Toutefois, il est probable que ce type de 
vaccin ne confère qu’une protection spécifique du sérotype. Wade-Evans et al., 1996 
ont produit un capripoxvirus exprimant la protéine majeure de la capside interne, VP7. 
Ce recombinant exprimant une protéine conservée du virus a conféré une protection 
contre le sérotype homologue et un certain degré de protection contre un sérotype 
hétérologue. 
 Les vaccins de « nouvelle génération » (VLPs, CLPs ou recombinants) ouvrent 
la possibilité de développer des vaccins marqués ou DIVA. En revanche, seuls des 
vaccins basés sur les protéines conservées entre sérotypes permettraient une protection 
contre plusieurs sérotypes.  
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Chapitre 2 - Les poxvirus 
 
 
La famille des Poxviridae regroupe un ensemble de virus à ADN largement 
répandus dans le monde animal, certains d’entre eux sont pathogènes pour l’homme. 
Les poxvirus diffèrent de la plupart des autres virus par leur grande taille, la complexité 
de leur structure, leur multiplication intra cytoplasmique et leur très grande résistance 
dans le milieu extérieur. Le développement récent du virus de la vaccine comme vecteur 
d’expression de gènes étrangers a permis une avancée considérable dans le domaine de 
la vaccination. 
 
1 - Historique 
 
L’histoire des Poxvirus est marquée par l’histoire de la variole. Les premières 
descriptions connues de la variole, ou « smallpox virus », remontent au 4ème siècle après 
Jésus-Christ en Chine. La maladie fut importée en Occident au début du 16ème siècle. 
Vers la fin du 18ème siècle en Europe, environ 400 000 personnes mouraient chaque 
année de la variole. Elle est ainsi devenue au 18ème et 19ème siècle la plus redoutée de 
toutes les maladies. 
La lutte contre la variole retiendra trois grandes périodes : celle de la 
variolisation, celle de la vaccination puis celle de la campagne mondiale d’éradication, 
lancée en 1967 et achevée en 1980 (Lombard et al., 2007). 
 La pratique de la variolisation, remontant à la Chine ancienne, consistait à 
inoculer une forme que l’on espérait peu virulente de la variole par mise en contact de la 
personne à protéger avec la substance issue des vésicules d’un malade. Le résultat 
restait cependant aléatoire et risqué, le taux de mortalité pouvant atteindre 1 à 2%.  
 La découverte de la vaccination est généralement attribuée à Edward Jenner, 
médecin anglais, qui découvrit en 1796, que la vaccine (Vacca, vache en latin) 
engendrait chez l’homme une protection contre la variole humaine. Le 14 mai 1976, E. 
Jenner inocula à un enfant du pus prélevé sur la main d’une fermière infectée par le 
virus de la vaccine. Trois mois plus tard, il inocula la variole à l’enfant qui se révéla 
protégé contre la maladie. Il nomma ce procédé vaccination. Trois quarts de siècle plus 
tard, Louis Pasteur prit pour point de départ les travaux de E. Jenner pour établir le 
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principe des vaccinations préventives et étendit ce terme à l’induction de la protection 
contre d’autres agents infectieux. 
 En 1967, débute une campagne visant à éradiquer la variole. Au cours de la 
première année du Programme Intensif d'Eradication de la variole, on dénombrait 
131789 cas de variole dans 44 pays dont 31 dans lesquels la maladie sévissait de façon 
endémique (le Brésil, la plupart des pays d'Afrique sub-saharienne, l'Inde, l'Indonésie, le 
Népal et le Pakistan). La transmission de la maladie fut stoppée en Ethiopie en 1976, et 
en Somalie le 26 octobre 1977, date du dernier cas de variole naturelle. Le 29 octobre 
1979, l'OMS déclara la variole éradiquée de la surface de la terre. La vaccination fut 
arrêtée le 8 mai 1980 (Stewart & Devlin, 2006). 
 
2 - Classification  
 
 La famille des Poxviridae est organisée en deux sous-familles, les 
Chordopoxvirinae infectant les vertébrés (Fauquet et al., 2005) et les Entomopoxvirinae 
infectant les invertébrés. Les Chordopoxvirinae sont organisés en 8 genres (Buller & 
Palumbo, 1991) référencés dans le tableau 4 ci-dessous. 
 
Genre Virus types Réservoirs
Orthopoxvirus Virus de la variole bovine (cowpox) Bovins, Félins, Humains, Rongeurs
Virus Ectromélia Rongeurs
Virus de la variole du chameau (camelpox) Camélidés
Virus de la variole humaine (smallpox) Humains
Virus de la vaccine* Réservoir très large
Capripoxvirus Virus de la variole ovine (sheeppox) Ovins
Virus de la variole caprine (goatpox) Caprins
Virus de la dermatose nodulaire contagieuse                
(Lumpy skin disease virus)
Bovins
Parapoxvirus Virus de l’ecthyma contagieux (Orf) Ovins, Caprins
Virus de la paravaccine (pseudocowpox) Bovins, Humains
Avipoxvirus Virus de la variole aviaire (canarypox, fowlpox) Oiseaux
Leporipoxvirus Virus de la myxomatose du lapin Lapins
Suipoxvirus Virus de la variole porcine Porcins
Molluscipoxvirus Virus Molluscum contagiosum Humains
Yatapoxvirus Virus de la tumeur Yaba du singe Singes, et parfois Humains
Virus Tana  
 
Tableau 4 - Classification de la sous-famille des Chordopovirinae. Adapté de Bertagnoli, 2003, * 
Réservoir d’hôtes extrêmement large d’où son utilisation massive en tant que vecteur vaccinal (Pastoret et 
al., 1996). 
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 Les membres d’un même genre sont caractérisés par une morphologie et des 
propriétés biologiques identiques (Moss, 1996). Les membres du genre Orthopoxvirus 
et en particulier le virus de vaccine, sont les virus les plus étudiés parmi la famille des 
Poxviridae. 
 
3 - Epidémiologie et répartition géographique 
 
 Pour cette partie, nous avons choisi de ne traiter que les Orthopoxvirus et les 
Capripoxvirus.  
 
3-1 - Les Orthopoxvirus 
 
 Nous allons nous intéresser dans ce paragraphe à quatre virus types appartenant 
au genre Orthopoxvirus : le virus de la variole bovine, le virus Ectromélia, le virus de la 
vaccine et le virus de la variole humaine.  
 Le virus de la variole bovine ou cowpoxvirus a été nommé ainsi en raison de son 
association avec les lésions observées sur les pis des vaches et sur la main des trayeurs 
(Downie, 1939) ; pourtant, les bovins ne sont pas le réservoir naturel de ce virus 
(Baxby, 1977). Le virus de la variole bovine est retrouvé essentiellement en Europe de 
l’Ouest et possède un spectre d’hôte extrêmement large. Il infecte, entre autres, les 
rongeurs, qui sont des hôtes préférentiels (Ladnyi et al., 1975), les félins et les éléphants 
(Marennikova et al., 1978). 
 Le virus Ectromélia a été isolé pour la première fois par Marchal sur une souris 
de laboratoire (Marchal, 1930). Ce virus est relativement commun dans les colonies de 
souris de laboratoire en Europe et Asie mais infecte seulement certaines espèces (Buller 
et al., 1986).  
 Le virus de la vaccine (vaccinia virus) a été utilisé lors du programme mondial 
d’éradication de la variole humaine. Cependant, l’origine du virus de la vaccine reste 
mystérieuse et plusieurs hypothèses ont été avancées. Il a été notamment proposé que le 
virus de la vaccine dériverait soit d’une souche du virus de la variole après plusieurs 
passages sur la peau de bovins ou d’humains soit d’un capripoxvirus après des passages 
répétés sur la peau d’animaux (Baxby, 1981). Une autre hypothèse suggère qu’il 
s’agirait d’un hybride entre un capripoxvirus et le virus de la variole (Bedson & 
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Dumbell, 1964). Dans les conditions expérimentales, le virus de la vaccine présente un 
large spectre d’hôte dont l’homme.  
 Le virus de la variole humaine (smallpox) était, avant son éradication complète, 
retrouvé de manière endémique sur tous les continents excepté en Australie et dans 
certaines îles (Buller & Palumbo, 1991). En raison de son spectre d’hôte très limité et de 
l’absence de réservoir animal, le programme d’éradication de la maladie fut un succès. 
Le dernier cas de variole humaine rapporté a été signalé en Somalie en 1977 (Fenner et 
al., 1988). 
 
3-2 - Les Capripoxvirus 
 
 Le genre Capripoxvirus, comprend trois virus affectant les ruminants ; le virus 
de la clavelée du mouton, le virus de la variole caprine et le virus de la dermatose 
nodulaire contagieuse. 
 La clavelée du mouton ou variole ovine (sheeppox) est signalée depuis le 
premier siècle après Jésus Christ. Depuis, de nombreuses épizooties, ont été rapportées 
en Europe et dans le bassin méditerranéen. La première description de la variole caprine 
(goatpox) a été faite en 1879, en Norvège, par Hansen. Tout comme la clavelée du 
mouton, la variole caprine a été signalée depuis sur les pays du pourtour méditerranéen 
(Fassi-Fehri & Lefèvre, 2003). Actuellement, on retrouve ces deux maladies en Afrique 
du Nord, Afrique subsaharienne, Asie et Moyen Orient (figure 8). Dans les conditions 
naturelles, les virus de la clavelée et de la variole caprine sont pathogènes 










Figure 8 - Répartition géographique de la clavelée du mouton et de la variole caprine. Adapté de Fassi-
Fehri & Lefèvre, 2003. 
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 Le virus de la dermatose nodulaire contagieuse ou Lumpy skin disease virus est 
décrit pour la première fois par McDonald en 1929 en Zambie. La maladie est 
cantonnée à l’Afrique australe jusqu’en 1950 puis elle gagne l’Afrique de l’Est et 
Madagascar. Depuis les années 1970, la maladie est enzootique sur le continent africain 
jusqu’au Sud du Sahara ainsi qu’au Moyen Orient (figure 9) (Lefèvre & Gourreau, 
2003). Seuls les bovins et les zébus présentent des signes cliniques de la maladie. 
Cependant, le premier cas de dermatose nodulaire signalé au Kenya a été observé sur 
des ovins (Davies, 1976), la souche ainsi isolée (KS-1 pour Kenya sheep-1) a été 
rapprochée, par la suite, au virus de la dermatose nodulaire contagieuse (Kitching et al., 
1986 ; Tulman et al., 2001 ; Le Goff et al., 2005). La maladie n’a jamais été signalée 











Figure 9 - Répartition géographique de la dermatose nodulaire contagieuse. Adapté de Lefèvre & 
Gourreau, 2003. 
 
4 - Etiologie 
 
 Les poxvirus sont parmi les plus gros et les plus complexes des virus animaux. 
 
4-1 - Structure 
 
 Les virions, de forme ovoïde, ont une taille comprise entre 200 et 400 nm (figure 
10). Ces derniers sont organisés en un core central biconcave, ou nucléosome, contenant 
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le génome, et de deux corps latéraux. L’enveloppe externe est d’origine virale et ne 












Figure 10 - Représentation schématique de la structure d'un Poxvirus. Adapté de Bertagnoli, 2003. 
 
 Le génome des Poxviridae, est composé d’un ADN double brin linéaire, d’une 
taille comprise entre 130 et 375 kpb (Moss, 1992). La partie essentielle du génome est 
située en région centrale, fortement conservée au sein du genre et est composée de 
gènes intervenant dans la réplication du virus ainsi que dans la synthèse des protéines de 
structure. Les régions situées aux extrémités sont composées de gènes non essentiels à 
la réplication mais pouvant être impliqués notamment dans la virulence. Le génome est 
associé à une ADN polymérase virale. Le séquençage du virus de la variole ou de la 
vaccine a permis de dénombrer environ 200 gènes (Goebel et al., 1990). 
 
4-2 - Cycle viral 
 
 Fait unique chez les virus à ADN, la réplication des poxvirus se déroule dans son 
intégralité dans le cytoplasme des cellules qu’ils infectent (Moss, 1996) et sa durée 
varie selon la nature du virus et l’origine de la cellule. La quasi-totalité des données 
concernant le cycle de réplication proviennent de celles obtenues à partir du virus de la 
vaccine (Buller & Palumbo, 1991). Le cycle viral des Orthopoxvirus se décompose en 9 
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Figure 11 - Représentation schématique du cycle de réplication des Orthopoxvirus. Adapté de Moss, 
1991.  
 
 Après liaison du virus à la membrane de la cellule cible, le virus entre dans 
celle-ci par endopinocytose (1). Sous l’effet d’enzymes du lysosome cellulaire, le virus 
subit une première décapsidation qui met à nu le core (2). Une partie de l’ADN viral est 
transcrit en ARN messagers précoces (3) par une transcriptase d’origine virale ; ces 
ARNm sont traduits en enzymes précoces dont une décapsidase virale et une ADN 
polymérase. Sous l’effet de cette décapsidase, une deuxième décapsidation a lieu et 
l’ADN viral est totalement libéré (4). L’ADN viral se réplique alors dans le cytoplasme 
à l’aide de la polymérase (5). La synthèse des protéines de la cellule hôte est rapidement 
et efficacement inhibée au profit de la genèse des virions. Les gènes intermédiaires et 
tardifs sont ensuite exprimés (6) aboutissant à la synthèse des protéines de structure (7). 
La morphogenèse des virions se déroule à proximité du noyau de la cellule (8) 
aboutissant à une première forme infectieuse de Virus Intracellulaire Mature (VIM). 
Les VIM sont ensuite enveloppés par une membrane issue de l’appareil de Golgi (G) et 
s’arrangent en une nouvelle forme de virion appelée, Virus Intracellulaire Enveloppé 
(VIE). La sortie du virus de la cellule peut s’effectuer de deux manières (9) ; soit par 
rupture de la membrane cellulaire soit par fusion du virus avec la membrane cellulaire 































































VIM: Virus Intracellulaire Mature
VIE: Virus Intracellulaire Enveloppé
VEE: Virus Extracellulaire Enveloppé
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5 - La maladie 
 
5-1 - Symptômes 
 
 Les symptômes associés aux poxviroses sont globalement identiques quel que 
soit l’agent pathogène considéré. On peut ainsi distinguer deux formes de pathologie, 
une forme classique vésiculeuse et une forme compliquée. 
 La forme classique se décompose en 4 phases, la phase d’invasion, la phase 
d’éruption, la phase de sécrétion et la phase de dessiccation. Lors de la première phase, 
dont la durée est variable suivant le pathogène, les hôtes manifestent de l’hyperthermie, 
de l’abattement, une perte d’appétit et des sécrétions lacrymales, salivaires et nasales. 
Au cours de la phase d’éruption, des taches roses ou rouges apparaissent, s’étendent 
rapidement et se transforment en papules de diamètre variable. L’éruption peut se 
généraliser à tout le corps. Au cours de cette phase, la température de l’hôte redevient 
normale. Lors de la phase de sécrétion, les papules se transforment en vésicules (figure 
12 et 13). Finalement, la dernière phase de la maladie se traduit par une dessication des 
papules et la formation de croûtes. Ces dernières se détachent et font place à des 
processus cicatriciels laissant des traces indélébiles. 
 Dans les formes compliquées, des difficultés respiratoires profondes, des jetages 




Figure 12 - Symptômes observés chez un bovin atteint de dermatose nodulaire contagieuse. Photo G. 
Gari, NAHRC, Sebata, Ethiopie. 






Figure 13 - Lésions papulo-vésiculeuses chez une chèvre atteinte de variole caprine. Photo J. Chantal. 
 
5-2 - Diagnostic 
 
 Concernant les pathologies d’importance vétérinaire (variole caprine, clavelée 
du mouton, dermatose nodulaire contagieuse…), le diagnostic clinique repose sur 
l’observation d’hyperthermie associée à des éruptions cutanées papuleuses, pustuleuses 
ou nodulaires. Le diagnostic de laboratoire repose, en premier lieu, sur un isolement 
puis amplification de la souche isolée en culture cellulaire à partir des nodules cutanés 
prélevés sur l’hôte. Les techniques de PCR permettent désormais de différencier les 
Parapoxvirus (virus Orf) des Capripoxvirus (variole ovine/ caprine, dermatose 
nodulaire) aux symptômes cliniques très proches (Inoshima et al., 2000 ; Zheng et al., 
2007). Le diagnostic sérologique repose sur un dépistage des anticorps par 
immunofluorescence, immunodiffusion sur gel ou ELISA (Heine et al., 1999 ; 
Bertagnoli, 2003b ; Gourreau, 2003 ; Lefèvre & Gourreau, 2003). Même si elle est de 
moins en moins utilisée, la microscopie électronique représente également une 
technique efficace. 
 
5-3 - Prophylaxie 
 
 La lutte contre les poxviroses d’importance vétérinaire se fait au travers d’une 
prophylaxie sanitaire dans les pays indemnes et par vaccination dans les pays infectés. 
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Des vaccins à virus vivants atténués sont disponibles pour toutes les poxviroses 
d’importance vétérinaire, induisant tous une immunité solide et de longue durée. Dans 
le cas des Capripoxvirus, des vaccins recombinants ont été mis au point en utilisant ce 
dernier comme vecteur d’expression de transgènes. Dans le cas de la dermatose 
nodulaire contagieuse, deux souches sont couramment utilisées dans des campagnes de 
vaccination, la souche Neethling (origine Afrique du Sud) et la souche KS-1 (origine 
Afrique de l’Ouest). Cette dernière est thermorésistante, son pouvoir de diffusion est 
très limité et son pouvoir pathogène résiduel se caractérise par des lésions nodulaires 
disparaissant en quelques jours chez la chèvre et le mouton. En revanche, cette souche 
peut montrer des effets indésirables chez certaines races sensibles de bovins (Yeruham 
et al., 1994). Toutefois, cette même souche recombinée avec un antigène de la peste 
bovine n’a induit que des papules au point d’injection se résorbant rapidement chez les 
bovins (Romero et al., 1993). 
 
6 - Utilisation des poxvirus en tant que vecteurs vaccinaux 
 
6-1 - Propriétés 
 
 De nombreux virus animaux ont été utilisés comme vecteurs d’expression de 
gènes hétérologues (Rigby, 1983). Ainsi, les papillomavirus bovins (Sarver et al., 
1981), les adénovirus (Solnick, 1981 ; Thummel et al., 1981), et certains membres de la 
famille des rétrovirus (Shimotohno & Temin, 1981 ; Wei et al., 1981), ont été très 
largement utilisés comme vecteurs d’expression. Cependant, la relative petite taille du 
génome de ces virus, facilite leur manipulation mais s’avère être une contrainte 
importante pour les quantités d’ADN à intégrer au sein de leur génome. De plus, ces 
virus ont généralement une spécificité d’hôte étroite et ils requièrent des lignées 
cellulaires spécifiques pour leur réplication.  
 Sa grande taille, et sa spécificité d’hôte étendue ont fait du virus de la vaccine et 
des poxvirus en général des vecteurs d’expression de choix. De nombreuses souches ont 
été utilisées en tant que vaccins à virus atténué en raison de leur grande efficacité et de 
l’immunité protectrice obtenue sur le long terme après seulement une seule injection. Le 
virus de la vaccine a été le premier poxvirus à être employé comme vecteur vaccinal, il 
y a une vingtaine d'années. Il a été utilisé notamment pour exprimer les antigènes de 
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surface du virus de l’herpes simplex ou le gène de l’hémagglutinine du virus influenza 
(Paoletti et al., 1984 ; Smith et al., 1984 ; Mackett et al., 1985 ; Mackett & Smith, 
1986). Cependant, l’utilisation de souches réplicatives de ce virus s’est avérée limitée. 
Le virus de la vaccine a une très large spécificité d’hôte et est ainsi capable d’infecter de 
nombreuses espèces animales, en plus de celles ciblées pour la vaccination. Depuis ces 
premiers travaux, de nouvelles méthodes de constructions et des études sur des vecteurs 
non réplicatifs dans les cellules de mammifères ont été développées. 
 On dispose aujourd'hui d'un large ensemble de vecteurs dérivés de différents 
poxvirus, inoffensifs pour le manipulateur et pouvant être employés pour des études en 
culture cellulaire, chez l'animal ou chez l'homme. Convenablement atténués, ils 
constituent des vaccins recombinants intéressants non seulement chez leurs hôtes 
naturels mais également chez des hôtes hétérologues. 
 Les avantages liés à l’utilisation des poxvirus en tant que vecteurs viraux 
vaccinaux sont liés à: 
i. La flexibilité de leur génome. Ils peuvent tolérer des insertions de plus de 30 kpb 
au sein de leur génome sans perte d’infectivité (Smith et al., 1984). 
ii. Leur grande capacité de croissance permettant la production de stocks 
importants de virus.  
iii. Leur multiplication exclusivement intra-cytoplasmique limitant les risques 
d’intégration ou de recombinaison génétique avec l’ADN de l’hôte. 
iv. Leur utilisation en tant que vaccins multivalents (Perkus et al., 1991). Il est 
possible d’exprimer dans un même vecteur différents antigènes parfois 
simultanément (Perkus et al., 1985). 
v. L’induction d’une immunité sur le long terme après une seule injection, en 
stimulant à la fois la réponse humorale et cellulaire contre le transgène (Andrew 
& Coupar, 1993 ; Zavala et al., 2001 ; Pastoret & Vanderplass, 2003). 
vi. Leur très grande résistance et stabilité. En effet, ils résistent à de fortes chaleurs 
ainsi qu’à la lyophilisation (Collier, 1955). Ceci implique que les préparations 
vaccinales restent stables pendant de longues périodes. La thermostabilité des 
poxvirus représente un avantage dans les régions où la chaîne du froid est 
difficile à respecter. 
vii. Leur facilité et faible coût de production. 
viii. La possibilité de développer des techniques permettant une différenciation entre 
animaux vaccinés et infectés (Vaccins DIVA). 




6-2 - Les poxvirus en tant que vecteurs d’expression 
 
Le premier poxvirus recombinant à avoir été utilisé sur la faune sauvage est le 
recombinant vaccine rage, V-RG (Blancou et al., 1986 ; Brochier et al., 1989 ; Pastoret 
& Brochier, 1992) par la vaccination orale de renards. V-RG a été construit par 
insertion du gène codant pour la glycoprotéine du virus de la rage dans le gène de la 
thymine kinase (TK) de la souche Copenhague du virus de la vaccine (Kieny et al., 
1984). En raison de sa thermostabilité et de sa voie d’inoculation (voie orale), il a pu 
être distribué sous forme d’appâts pour immuniser la faune sauvage (Pastoret et al., 
1988). Son utilisation massive dans toute l’Europe a permis une élimination progressive 
de la rage (Brochier et al., 1991 ; 2001).  
Une multitude d’autres exemples de poxvirus recombinants est disponible. 
Ainsi, un vecteur vaccine exprimant les antigènes de surface du virus de l’hépatite B et 
de l’herpes virus et de l’hémagglutinine du virus influenza a engendré chez des lapins 
une réponse immunitaire dirigée contre les trois transgènes (Perkus et al., 1985). 
D’autres succès vaccinaux sont également attribués aux vecteurs fowlpoxvirus (Skinner 
et al., 2005) et canarypoxvirus atténués. Ainsi, le développement récent d’un vecteur 
fowlpoxvirus exprimant le gène de l’hémagglutinine H5 du virus influenza aviaire 
H5N1 s’est révélé d’une grande efficacité chez des poussins éprouvés avec une souche 
virulente (Bublot et al., 2006). La souche ALVAC du canarypoxvirus est également très 
utilisée dans le domaine vétérinaire notamment contre le virus de la West-Nile (Minke 
et al., 2004 ; Karacca et al., 2005). 
 
6-3 - Les capripoxvirus en tant que vecteurs d’expression 
 
 Le genre Capripoxvirus inclut les virus de la variole ovine ou clavelée du 
mouton, le virus de la variole caprine et le virus de la dermatose nodulaire contagieuse 
ou Lumpy skin disease virus (LSDV). Ces virus sont responsables de maladies 
infectieuses, contagieuses, inoculables et infectant respectivement, les caprins, les ovins 
et les bovins. Les Capripoxvirus ont des propriétés immunologiques communes qui 
induisent une protection croisée entre les différents membres du genre (Kitching et al., 
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1986). L’utilisation de souches atténuées protège ainsi contre les trois infections à 
Capripoxvirus (Kitching et al., 1987).  
 En raison de sa spécificité d’hôte réduite et de son apathogénicité sur les 
hommes et les animaux, le virus de la dermatose nodulaire contagieuse est considéré 
comme un des vecteurs potentiels prometteurs dans le domaine vétérinaire. Un vaccin 
atténué LSDV exprimant des antigènes étrangers peut être utilisé à la fois contre une 
infection hétérologue et contre les infections à Capripoxvirus. Ainsi, ce système a été 
très largement utilisé dans la recherche de vaccins contre la peste bovine, la peste des 
petits ruminants (Romero et al., 1993 ; Diallo et al., 2002 ; Berhé et al., 2003) et la 
fièvre de la vallée du rift (Wallace et al., 2005 ; 2006). Romero et al., 1994 ont montré 
que la souche KS-1 exprimant la protéine de fusion du virus de la peste bovine protège 
totalement le bétail contre une épreuve virulente de peste bovine et de LSDV. Le même 
type de résultats a été obtenu par Berhé et al, 2003 avec un vaccin recombinant 
exprimant la protéine H du virus de la peste des petits ruminants avec l’obtention d’une 
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CADRE ET OBJECTIFS 
 
 L’objectif de ce travail est de contribuer à développer un vaccin dit de 
« nouvelle génération » permettant de protéger les animaux contre plusieurs sérotypes 
du virus de la FCO pour les petits ruminants après une seule injection.  
 Ce travail repose sur l’utilisation d’un vecteur d’expression qu’est le virus de la 
dermatose nodulaire contagieuse. Le choix des gènes exprimés s’est porté en priorité sur 
les gènes les mieux conservés entre sérotypes, à savoir les gènes codant pour les 
protéines non structurales, NS1, NS2, NS3 et le gène codant pour la protéine 
constitutive de la capside interne, VP7. Nous avons également choisi d’inclure dans 
notre étude le gène codant pour la protéine de la capside externe, VP2, portant un 
épitope neutralisant majeur, ceci afin de valider notre système vaccinal en épreuve 
homologue. Les vecteurs de type capripoxvirus induisent préférentiellement une 
réponse de type cellulaire contre le transgène, conférant théoriquement une immunité 
protectrice contre tous les sérotypes du virus. 
 Dans la littérature, la protection est souvent attribuée à la production d’anticorps 
neutralisants spécifiques du sérotype. Pour ne pas avoir à développer un vaccin 
multivalent, pour protéger contre plusieurs sérotypes, nous nous sommes interrogés sur 
la possibilité d’identifier des antigènes conservés qui pourraient être utilisés pour 
induire chez l’animal, une réponse immune protectrice contre plusieurs sérotypes. Il a 
été ainsi montré que les lymphocytes T cytotoxiques (LTC) jouent également un rôle 
important chez le mouton dans la protection contre le virus de la FCO avec un pic 
maximal 14 jours après infection (Jeggo et al., 1985). Ils reconnaissent fortement les 
protéines NS1 et un peu moins les protéines VP2, VP3, VP5 et VP7 (Janardhana et al., 
1999). Par ailleurs, les protéines NS2 et NS1 ont été montrées comme étant capables de 
générer des LTC chez la souris (Jones et al., 1997) et chez le mouton (Andrew et al., 
1995). 
 L’objectif de ce projet était donc d’essayer de générer des LTC mémoires contre 
des antigènes conservés pour protéger l’espèce animale concernée contre un maximum 
de sérotypes. Les poxvirus sont connus pour induire des réponses immunitaires de type 
cellulaire et relativement peu d’anticorps neutralisants. Ils constituaient donc des 
vecteurs potentiellement intéressant au regard de notre objectif. En outre, un 
capripoxvirus recombinant VP7 avait déjà été produit et avait conféré une protection 
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contre le sérotype homologue et une protection partielle contre un sérotype hétérologue 
(Wade-Evans et al., 1996). Notre objectif était donc d’évaluer la capacité de notre 
vecteur de type capripoxvirus à induire une réponse immunitaire contre différents 
antigènes conservés ou non et à tester cette réponse dans des essais de protection après 
une épreuve virulente chez les petits ruminants.  
 Le développement des vaccins poxviraux recombinants contre la FCO nécessite 
plusieurs étapes à savoir l’élaboration de constructions plasmidiques et leur validation 
in vitro (cf chapitre 3). L’évaluation de l’effet protecteur et des réponses immunitaires 
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Chapitre 3 - Elaboration et validation des constructions plasmidiques in vitro 
 
 
Les techniques les plus couramment utilisées pour l’insertion de gènes 
rapporteurs au sein du génome des poxvirus sont basées soit sur une recombinaison 
homologue entre un plasmide de transfert et le génome du poxvirus (Mackett et al., 
1982 ; Piccini et al., 1987) soit par ligation directe d’ADN (Timiryasova et al., 2001). 
La technique qui a été utilisée au cours de ce projet est la technique de recombinaison 
homologue. Le principe de génération de capripoxvirus recombinants est le suivant : un 
plasmide de transfert contenant le gène d’intérêt et les parties flanquantes du site 
d’insertion choisi est transfecté in vitro dans des cellules préalablement infectées avec 
une souche vaccinale atténuée de capripoxvirus, dans notre cas, la souche KS-1. Il 
s’effectue alors entre le plasmide de transfert et l’ADN génomique viral du poxvirus, au 
niveau du site d’insertion choisi, une double recombinaison homologue. Dans notre cas, 
la cassette d’expression du plasmide de transfert s’intègre dans le gène de la thymidine 
kinase (TK), gène non essentiel à la survie du capripoxvirus. Le taux d’évènements de 
recombinaison, dans les cellules infectées par les poxvirus, est relativement faible, 
environ 1 pour 10 000 (Franke et al., 1985) et la quasi-totalité de la population de virus 
néoformés reste de type parentale c'est-à-dire non recombinante (Moss, 1992). 
Une fois les virus recombinants générés, il est alors possible d’entrer dans une 
phase de purification de ces derniers en éliminant les virus non recombinants par 
pression de sélection. De multiples approches ont été explorées afin de faciliter 
l’élimination des virus non recombinants et ainsi la sélection de virus recombinants 
purs: 
- La sélection du phénotype négatif pour le gène de la thymidine kinase (TK-), est 
un moyen de sélection utilisé en routine pour la purification de recombinants 
basé sur le virus de la vaccine (Mackett et al., 1984), mais ce moyen de sélection 
n’est pas aussi efficace que ce qui était attendu (Buller et al., 1985 ; Taylor et 
al., 1991). En effet, l’inactivation du gène TK génère des virus recombinants 
instables (Wallace & Viljoen, 2002).  
- L’utilisation d’un marqueur de sélection positif permettant une sélection par : 
• Coloration, comme la β-galactosidase et la β-glucuronidase (GUS) 
(Chakrabarti et al., 1985 ; Panicali et al., 1986 ; Carroll & Moss, 1995). 
• Fluorescence, grâce à la GFP (green fluorescent protein) (Dominguez et 
al., 1998, Wallace et al., 2007). 
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• La résistance à un antibiotique tel que la néomycine (Franke et al., 1985 ; 
Katz & Middle, 1990), la puromycine (Sanchez-Puig & Blasco, 2000) ou 
l’acide mycophénolique, MPA (Boyle & Coupar, 1988 ; Falkner & 
Moss, 1988).  
• Plus récemment, Hansen et al., ont développé une enzyme bi 
fonctionnelle (Bizyme) qui permettrait une sélection plus simple et plus 
rapide des virus recombinants (Hansen et al., 2002). 
 Malgré la quantité de marqueurs disponibles, très peu s’avèrent réellement 
efficaces. De plus, les marqueurs de sélection visuelle (GUS, GFP…) permettent une 
visualisation des virus recombinants mais n’exercent aucune pression de sélection sur 
les virus sauvages et ne permettent donc pas leur élimination. Les antibiotiques, tels que 
la néomycine ou la puromycine engendrent une forte mortalité cellulaire sur de 
nombreuses lignées cellulaires. Le gène de la guanosine phosphoribosyl transférase 
d’Escherichia coli (Ecogpt), qui code pour une résistance à l’acide mycophénolique, 
s’avère être une des méthodes les plus efficaces et les plus couramment utilisées 
(Falkner & Moss, 1988 ; Romero et al., 1993 ; 1994 ; Berhé et al., 2003). 
 
 L’objectif de ce chapitre 3 est de décrire l’approche ayant permis la construction 
et la purification des capripoxvirus recombinants exprimant différents gènes du virus de 
la FCO. 
 
1- Matériel et méthodes 
 
1-1 - Virus et cellules 
 
 Le virus utilisé pour la génération des recombinants est la souche vaccinale 
Kenya Sheep - 1 (KS-1), isolée en 1974 (Davies, 1976) et atténuée par Kitching et al., 
1987. Cette souche vaccinale, produite par l’Institute of Animal Health (IAH, Pirbright, 
Angleterre), a été obtenue à partir de la souche virulente après deux passages sur culture 
de cellules de testicules d’agneaux, deux passages sur culture de cellules BHK21 et 
enfin quatre passages sur culture de cellules de reins d’agneaux.  
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 La souche KS-1 est cultivée sur des cellules de testicules agneaux (OA3Ts, 
ATCC, CRL 6546) en milieu de Eagle modifié par Dulbecco, D-MEM (Gibco, USA) 
enrichi à 10 % en sérum de bovin fœtal (SBF). Les virus recombinants générés à partir 
de cette souche atténuée sont également cultivés sur cellules OA3Ts, en revanche le 
milieu de culture diffère par l’ajout d’agents de sélection (voir sa composition au 
paragraphe 1-3-2).  
 La souche sauvage Corse, sérotype 2, du virus de la FCO (Zientara et al., 2000), 
ainsi que la souche vaccinale atténuée, sérotype 2 (OBP, South Africa), sont amplifiées 
sur des cellules de reins de singes (VERO), en milieu minimum essentiel, MEM (Gibco, 
USA) enrichi à 10 % en SBF et 1% en L-glutamine. La souche sauvage est produite en 
laboratoire de confinement niveau 3. 
 
1-2 - Construction des plasmides de transfert  
 
 L’ARN double brin du virus de la FCO a été extrait à partir de 100 µl de 
surnageant de culture cellulaire de la souche sauvage Corse du sérotype 2 à l’aide du kit 
RNeasy Mini (Qiagen, USA) selon les instructions du fournisseur. L’ARN total est 
finalement repris dans un volume de 50 µl d’eau DEPC (0,1%). L’ADN 
complémentaire (ADNc) a été synthétisé à partir de 10 µl d’ARN extraits à l’aide du kit 
First-Strand cDNA Synthesis (Amersham Biosciences, UK). Les ADNc correspondant à 
la totalité de chacun des gènes d’intérêts (VP2, VP7, NS1, NS2 et NS3) ont été 
amplifiés à l’aide d’amorces spécifiques de chaque gène (Annexe 1). Chaque gène a été 
cloné individuellement dans le plasmide pFastBAc-HTA (Invitrogen, USA) pour les 
gènes NS1, NS2, NS3 et VP7 ou dans le plasmide TOPO-XL (Invitrogen, USA) pour le 
gène VP2. Ils ont été ensuite sous clonés individuellement dans le site de clonage 
multiple (EcoRI/NotI pour NS1 ; BamHI/NotI pour NS2 ; BamHI/NotI pour NS3; 
EcoRI pour VP2 et BamHI/NotI pour VP7) du plasmide de transfert pKSCATpSGPT 
(plasmide Bluescript II KS, Capripoxvirus, gène de la Thymidine kinase, promoteur 
Synthétique, gène de la GPT, figure 14), développé au CIRAD (Berhé et al., 2003). Ce 
plasmide comporte également les parties flanquantes du gène de la TK (TK 5’ et TK 3’) 
permettant une recombinaison homologue au sein du génome du capripoxvirus (Boyle 
et al., 1985). 
 
 













Figure 14 - Représentation schématique du plasmide de transfert pKSCATpSGPT. pS: promoteur 
synthétique ; Ecogpt: gène de résistance ; TK 5’: région flanquante côté 5’ du gène de la thymidine 
kinase ; TK 3’: Région flanquante côté 3’ du gène TK ; Ampr: résistance à l’ampicilline. 
 
 Le choix du site d’insertion dans le génome du capripoxvirus s’est porté sur le 
gène de la Thymidine Kinase (TK) (Dubbs, 1964 ; Wallace & Viljoen, 2005). Chaque 
gène du virus de la FCO est placé sous contrôle du promoteur synthétique précoce/tardif 
du virus de la vaccine (pS) (Chakrabarti et al., 1997). Le gène de la xanthine-guanine 
phosphoribosyl transférase d’Escherichia coli (Ecogpt), également sous contrôle du pS 
mais en orientation opposée, est utilisé comme marqueur de sélection afin d’isoler les 
recombinants des virus parentaux non recombinants (Boyle & Coupar, 1988 ; Falkner, 
1988). Chaque plasmide ayant inséré les différents gènes NS1, NS2, NS3, VP2 ou VP7 
(exemple de la VP7 en figure 15) est amplifié dans des bactéries Escherichia coli Top10 
chimio-compétentes (Stratagène, USA) puis purifié avec le kit Endofree plasmid maxi 
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1-3 - Elaboration des capripoxvirus recombinants FCO 
 
1-3-1 - Validation de l’expression in vitro des capripoxvirus 
recombinants FCO 
 
 Chaque construction plasmidique est testée afin d’évaluer le niveau d’expression 
des gènes d’intérêt insérés. La validation in vitro de l’expression de chacun des gènes 
s’est faite de deux façons, par immunofluorescence sur cellules infectées et transfectées 
par les constructions plasmidiques et par la détection par PCR à partir d’ARN 
messagers extraits des mêmes cellules infectées. Brièvement, des plaques 96 puits sont 
préparées à raison de 3 x 104 cellules OA3Ts par cupule. Le jour suivant, les cellules à 
confluence sont infectées avec le KS-1 à un taux de multiplicité d’infection (MOI) de 1. 
Le virus infecte les cellules pendant 2 heures à 37°C et 5% de CO2. Pendant ce temps, 
les solutions de transfection sont préparées en double dans les conditions optimales 
(milieu optiMEM, Gibco, USA) pour l’agent transfectant, la lipofectamine 2000 
(Invitrogen, USA). La lipofectamine 2000 (2 µl) est mis en contact avec 0,2 µg d’ADN 
plasmidique. Après 2 h d’incubation, l’inoculum est retiré, les cellules sont lavées 2 fois 
avec du milieu de culture sans sérum afin d’éliminer l’excédent de virus non intégré aux 
cellules, puis le milieu de transfection est ajouté. Les cellules sont incubées 4 heures 
puis le milieu de transfection est remplacé par du milieu DMEM complet. Un contrôle 
de transfection, pEGFP (plasmide exprimant le gène de la Green Fluorescent Protein), 
considéré comme témoin positif, est traité selon le même protocole. Après 48h 
d’infection à 37°C, 5% CO2, les cellules sont visualisées au microscope à fluorescence 
afin d’évaluer l’efficacité de la transfection par le biais du contrôle positif. Une partie 
des cellules est fixée pour la réalisation de l’immunofluorescence et l’autre partie est 
récoltée pour une extraction d’ARNm. 
 Afin de valider l’expression des gènes, une réaction d’immunofluorescence est 
réalisée comme suit : les cellules sont fixées 30 minutes à -20°C à l’acétone froid 80% 
puis incubées 20 minutes à 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, 2% lait écrémé). 
Des anticorps polyclonaux anti- NS1/NS3/VP7 produits chez des lapins ou des 
anticorps totaux anti-FCO produits chez des chèvres sont ajoutés dilués au 1/250ème 
dans du tampon de blocage. Après 30 minutes à 37°C, les cellules sont rincées trois fois 
avec du PBS. Des anticorps anti-lapin ou anti-chèvre marqués à l’isothiocyanate de 
fluorescéine (anti-rabbit-FITC, anti-goats-FITC – Dako, USA) dilués au 1/50ème dans du 
Elaboration des constructions plasmidiques Cpox-FCO 
 
75 
tampon de blocage sont ajoutés et incubés pendant 30 minutes à 37°C. Après trois 
rinçages en PBS, l’observation est effectuée au microscope à fluorescence (Nikon, 
eclipse TE300). 
 Les ARNm sont extraits à partir des cellules à l’aide du kit «Oligotex direct 
mRNA extraction» (Qiagen, USA). Une hydrolyse à la DNAse (Roche, France) est 
effectuée afin d’éliminer l’ADN plasmidique ayant servi à la transfection, puis la 
DNAse est éliminée à l’aide du kit «RNeasy mini handbook» (Qiagen, USA) selon le 
protocole «RNA cleanup». Les ADNc sont produits à l’aide du kit «First-strand cDNA 
synthesis», (Amersham Biosciences, UK) à partir de 8 µl d’ARNm. Une première 
amplification par PCR est réalisée sur les ADNc à l’aide d’amorces spécifiques d’un 
gène de ménage, le gène de la β-actine (β-act1 / β-act2, Annexe 1) afin de vérifier 
l’intégrité et la qualité des ARNm extraits. Une deuxième PCR est réalisée à l’aide 
d’amorces spécifiques de ces gènes (Annexe 1) sur les ADNc et sur les ARNm initiaux 
afin de vérifier qu’il n’y ait pas de contamination résiduelle par de l’ADN plasmidique. 
Les réactions de PCR se font dans un volume total de 50 µl réparti de la manière 
suivante : tampon 10x, 250 µM de chaque dNTP (Eurobio, France), 200 ng de chaque 
amorce, 2,5 U de Taq polymérase, 5 µl d’ADNc ou 1 µl d’ARNm. Les conditions 
d’amplification sont résumées dans le tableau 5 ci-dessous. 
 
Gènes Amorces Conditions d'amplification taille des amplicons (pb)
β-Actine β-Act-1/β-Act-2 95°C / 3 min, 40 x [95°C / 30 sec, 55°C / 30 sec, 72 °C / 30 sec], 72 °C / 7 min 263 pb
NS1 BTV-2 NS1-F1 / NS1-R1 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 55°C / 1 min, 72 °C / 1 min], 72 °C / 7 min 723 pb
NS3 BTV-2 NS3-F1 / NS3-R1 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C / 1 min], 72 °C / 7 min 647 pb
VP2 BTV-2 VP2-F1 / VP2-R3 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 56°C / 1 min, 72 °C / 3 min], 72 °C / 7 min 2906 pb
VP7 BTV-2 VP7-F1/VP7-R1 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 55°C / 1 min, 72 °C / 1 min], 72 °C / 7 min 1050 pb  
Tableau 5 - Liste des amorces et conditions d’amplification utilisées lors des expressions in vitro. 
 
1-3-2 - Transfection, purification et production des capripoxvirus 
recombinants FCO 
 
 Des cellules OA3Ts sont préparées en plaque 6 puits (NUNC, USA) à raison de 
4 x 105 cellules par cupule en milieu DMEM, 10% SBF. Le lendemain, les cellules sont  
infectées et transfectées de la même manière que lors de l’expression transitoire et 
incubées pendant 24h à 37°C, 5% CO2. Le milieu est alors remplacé par du milieu 
sélectif enrichi en acide mycophénolique (MPA), préparé extemporanément. Le milieu 
sélectif est préparé avec du DMEM enrichi à 10% en SBF, 1% en antibiotiques, acide 
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mycophénolique (MPA) 100 µg/ml (Sigma), xanthine 300 µg/ml (Sigma), hypoxanthine 
27,7 µg/ml (Sigma) (Romero et al., 1993). Ce milieu va permettre la sélection des virus 
recombinants possédant le marqueur Ecogpt. Le virus parental, ne possédant pas le gène 
de sélection, sera partiellement éliminé. Les cellules sont incubées à 37°C, 5% CO2 
jusqu’à apparition d’un effet cytopathique (ECP). Des puits témoins cellules non 
infectées soit en milieu normal soit en milieu sélectif, sont présents dans 
l’expérimentation afin de vérifier l’évolution de l’ECP et l’effet toxique possible du 
milieu sélectif sur les cellules. 
 Après apparition d’un ECP, un premier passage en milieu sélectif liquide puis un 
second en milieu sélectif sous agarose sont effectués afin de purifier au maximum et 
d’isoler un clone recombinant. Les cellules, à confluence, sont pré-incubées 24 h avant 
l’infection avec du milieu sélectif. Les surnageants récoltés subissent ensuite des 
dilutions sérielles de 10 en 10 (101 à 10-5) sous sélection Ecogpt dans des plaques 96 
puits. Entre chaque passage, les surnageants de culture subissent trois cycles de 
congélation (-80°), décongélation (37°C) ainsi qu’un passage aux ultrasons afin de 
dissocier les particules virales et de les libérer des cellules puis une centrifugation à 
faible vitesse afin d’éliminer les débris cellulaires. La présence des virus recombinants 
ainsi que leur degré de pureté est évalué à la fois par immunofluorescence et par PCR 
spécifiques. 
 
1-3-3 - Vérification par PCR de la présence des gènes insérés 
 
 Une méthode d’amplification par PCR a été développée afin de confirmer la 
présence ainsi que la pureté des recombinants sélectionnés. Plusieurs couples d’amorces 
ont ainsi été définis à partir des séquences du gène de la thymidine kinase et des gènes 
de la FCO (Annexe 1). Ces différents lots d’amorces nous ont permis : 
- de discriminer les virus recombinants, des virus non recombinants, au travers 
d’une amplification de taille variable en fonction de l’intégration ou non de la cassette 
d’expression au sein du génome du capripoxvirus (CPTK9/CPTK10) (figure 16a., 16b.) 
- d’amplifier uniquement les virus recombinants, grâce à un couple d’amorces 
défini à la fois sur le gène de la thymidine kinase et sur le gène d’intérêt (CPTK9/FCO 2-
F1) (figure 16a). Les amplicons générés par cette PCR sont de tailles plus petites que 
ceux obtenus avec le premier lot d’amorces et sont donc généralement plus faciles à 
générer.


































Figure 16 - Représentation schématique des tailles d’amplicons obtenues au cours des processus 
de sélection par PCR des capripoxvirus recombinants. a. Virus recombinants Cpox-VP7 et b. Virus 
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Pour ces PCR, l’ADN viral est extrait à partir de 200 µl de suspension virale 
avec le kit “Qiamp DNA MiniKit” (Qiagen, USA) selon les instructions du fournisseur. 
Les virus recombinants sont amplifiés avec les amorces CPTK9/FCO-2-F1 spécifiques 
de chaque gène et les virus recombinants et parentaux sont amplifiés avec les amorces 
CPTK9/CPTK10. Cette dernière réaction de PCR nous permettra de juger du degré de 
pureté des suspensions virales. Les réactions de PCR se font dans un volume final de 50 
µl réparti de la manière suivante : tampon 10x (Qiagen, USA), 250 µM de chaque dNTP 
(Eurobio, France), 200 ng de chaque amorce, 2,5 U de Taq polymérase (Qiagen, USA) 
et 5 µl d’ADN viral. Pour chacun des gènes d’intérêts, deux PCR sont effectuées afin de 
valider la présence des virus recombinants et de vérifier le niveau de pureté des 
suspensions virales. Les conditions d’amplification ainsi que les tailles attendues des 
amplicons sont résumées dans le tableau 6 ci-dessous. Les produits d’amplification sont 
visualisés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% avec bromure d’éthidium. 
 
Recombinants Amorces Conditions d'amplification Taille théorique attendue (pb)
Cpox-NS1 CPTK9/NS1-F2 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C /  2 min], 72 °C / 10 min 1379 pb
CPTK9/CPTK10 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C /  3 min], 72 °C / 10 min 3061 pb
Cpox-NS3 CPTK9/NS3-F1 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 53°C / 1 min, 72 °C / 1 min], 72 °C / 10 min 935 pb
CPTK9/CPTK10 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C / 2 min], 72 °C / 10 min 2161 pb
Cpox-VP2 CPTK9/VP2-F1 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C /  3 min], 72 °C / 10 min 3194 bp
CPTK9/CPTK10 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C / 4'30 min], 72 °C / 10 min 4361 pb
Cpox-VP7 CPTK9/VP7-F1 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50°C / 1 min, 72 °C / 2 min], 72 °C / 10 min 1338 pb
CPTK9/CPTK10 94°C / 5 min, 30 x [94°C / 1 min, 50 °C / 1 min, 72 °C / 3 min], 72 °C / 10 min 2461 pb  
Tableau 6 - Liste des amorces et conditions d’amplification utilisées lors du processus de sélection. 
 
1-3-4 - Vérification de l’expression protéique des gènes FCO, par 
immunofluorescence  
 
La production de protéines par les virus recombinants lors des dilutions sérielles 
peut également être évaluée par immunofluorescence. La technique utilisée est la même 
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1-4 - Production et titrage des capripoxvirus recombinants FCO 
 
Une production de chaque recombinant cloné (vérification de l’absence de virus 
non recombinant) est effectuée en flacons de culture 150 cm2 de type T150 (Falcon, 
USA). Une fois le volume désiré obtenu, un titrage en milieu sélectif est effectué selon 
la méthode de Spearman (Johnson et al., 1961). 
 
2 - Résultats 
 
2-1 - Vérification des constructions plasmidiques 
 
 L’exemple du gène VP7 sera détaillé dans ce paragraphe. Les différentes étapes 
ayant permis sa construction finale sont les suivantes:  
- Amplification par RT-PCR à partir de l’ARN. La figure 17 présente les résultats 
de l’amplification par PCR du segment 7 (VP7) du sérotype 2 Corse de la FCO 
sur gel d’agarose 1% avec BET. Une amplification spécifique à la taille attendue 
de 1067 pb est observée dans le puits ADNc FCO-2. Aucune amplification n’est 













Figure 17 - Amplification par PCR du gène VP7 de la FCO, sérotype 2. MM : Marqueur de poids 
moléculaire 1 kb (Biolabs, UK), ADN FCO-2 : échantillon ADNc FCO du sérotype 2 Corse. - : contrôle 
négatif. 
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- Vérification de l’insertion du gène dans le plasmide de transfert par criblage des 
différentes colonies. La figure 18 présente quant à elle, un gel d’agarose 1% + 
BET avec les résultats de PCR spécifiques du gène VP7 (VP7 F1 – VP7 R1) de 
différents clones après transformation bactérienne avec E. Coli. Les quatre 
clones présentés dans cette figure (1 à 4) sont positifs avec l’obtention d’une 
bande à la taille attendue de 1067 pb. Les contrôles négatifs et positifs 









Figure 18 - Criblage de colonies bactériennes par PCR au cours de la transformation du pKSCATpSGPT-
VP7. MM : Marqueur de poids moléculaire 1 kb, 1 à 4 : colonies bactériennes, - : contrôle négatif, + : 
contrôle positif. 
 
- Validation du clone choisi par digestion enzymatique (résultats non présentés). 
Une double digestion enzymatique BamHI/NotI est effectuée sur chacune des 
mini-préparations obtenues après le criblage bactérien afin de confirmer 
l’insertion du gène VP7 dans le plasmide de transfert. Deux bandes spécifiques à 
4400 pb et 1067 pb ont été obtenues pour les échantillons testés correspondant 
respectivement au plasmide de transfert et au gène d’intérêt VP7. 
- Finalement, un clone unique est amplifié puis purifié avec le kit Endofree 
plasmid maxi (Qiagen, USA). Après validation par séquençage, la construction 
peut être utilisée pour la suite du processus de génération des virus 
recombinants. 
 
 Quatre plasmides de transfert différents ont ainsi été obtenus, exprimant 
individuellement les gènes NS1, NS3, VP2 et VP7 du virus de la FCO. La construction, 
avec le gène codant pour la protéine non structurale NS2 n’a jamais abouti à un résultat 
satisfaisant. 
 
MM      1        2        3       4          - + 
0,5 kbp
1 kbp 1067 pb
1,5 kbp
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2-2 - Validation de l’expression des capripoxvirus recombinants FCO 
 
2-2-1 - Expression in vitro 
 
L’objectif de ce paragraphe est la validation par expression transitoire de la 
fonctionnalité in vitro de chacune des constructions plasmidiques. L’expression des 
gènes d’intérêt peut se mesurer de plusieurs façons et notamment par la technique 
d’immunofluorescence quand des anticorps spécifiques de chacune des protéines sont 
disponibles. Seuls les anticorps anti-VP7 nous ont donné des résultats corrects et sont 
présentés ici.  
La figure 19 présente le témoin négatif (a) et le témoin positif de transfection (b) 
correspondant respectivement aux cellules OA3Ts non infectées et aux cellules 
transfectées avec un plasmide exprimant la «green fluorescent protein». Ces contrôles 
ont suivi le même protocole de fixation et de marquage que les échantillons. La figure 
19 (c) présente le niveau d’expression du plasmide de transfert exprimant le gène de la 




Figure 19 - Détection par immunofluorescence de l’expression des protéines VP7 dans des cellules 
OA3Ts transfectées avec le plasmide pKSCATpSGPT-VP7. a. témoin négatif cellules, b. témoin positif 
de transfection pEGFP, c. pKSCATpSGPT-VP7 après 48h d’incubation. (Microscope optique à 
fluorescence x10). 
 
Les anticorps anti-NS1, anti-NS3 et anti-FCO totaux n’ont pas donné de résultat 
satisfaisant et ne permettent pas la validation de l’expression des plasmides de transfert 
portant les gènes NS1, NS3 et VP2. Le choix de la validation de leur expression s’est 
orienté sur la technique de RT-PCR à partir de l’ARNm présentée en figures 20 et 21. 
 
Afin de vérifier la qualité des ARNm extraits, une PCR spécifique du gène de la 
β-actine est réalisée. Pour chacune des constructions plasmidiques (pKSCATpSGPT-
Elaboration des constructions plasmidiques Cpox-FCO 
 
82 
NS1/NS3/VP2 et VP7), une amplification spécifique à 263 pb est obtenue. Ce résultat 
permet de statuer sur la qualité correcte de l’ARNm extrait pour chacune des 








Figure 20 - Amplification par PCR du gène de la β-actine au cours de l’expression in vitro des plasmides 
de transfert. MM : Marqueur de poids moléculaire 100 pb (Biolabs, UK), - : témoin négatif, NS1, NS3, 
VP2, VP7 : ADNc issus de l’ARNm extrait à partir des expressions in vitro des différentes constructions 
plasmidiques. 
 
La figure 21 correspond à un gel d’agarose (1% TBE + BET) présentant les 
produits d’amplification obtenus après une PCR spécifique des gènes d’intérêts. Seuls 
les résultats concernant l’expression in vitro des plasmides de transfert exprimant le 
gène VP7 et le gène NS3 sont considérés comme corrects. Une amplification spécifique 
a été obtenue pour les ADNc pour chacun de ces deux gènes alors qu’aucune 
amplification n’est obtenue à partir des extraits d’ARNm. Ce résultat permet de valider 
leur expression in vitro. Les résultats obtenus pour les plasmides pKSCATpSGPT-NS1 
(figure 22) et pKSCATpSGPT-VP2 ne sont pas satisfaisants puisqu’une amplification 
spécifique a été obtenue à partir des extraits d’ARNm pour chacun de ces gènes. Ceci 
ne permet donc pas de valider leur expression transitoire in vitro. Toutefois, leur 
expression sera vérifiée directement à partir des capripoxvirus recombinants. 
 
 






Figure 21 - Amplification par PCR des gènes d’intérêt FCO au cours de l’expression in vitro des 
plasmides de transfert. a. pKSCATpSGPT-VP7, b. pKSCATpSGPT-NS3. MM : Marqueur de poids 
moléculaire 1 kb, ARNm : ARN messager, ADNc : ADN complémentaires issus des ARNm. 
a.
MM           ARN              ADNc
500 pb
1000 pb 1067 pb
b.























Figure 22 - Amplification par PCR du gène NS1 de la FCO au cours de l’expression in vitro du plasmide 
de transfert pKSCATpSGPT-NS1. MM : Marqueur de poids moléculaire 1 kb, - : contrôle négatif, 
ARNm : ARN messager, ADNc : ADN complémentaires issus des ARNm, + : contrôle positif. 
 
2-2-2 - Purification 
 
 A chaque étape de sélection et de production des capripoxvirus recombinants, 
l’observation d’un effet cytopathique permet de statuer sur le moment et de récolter les 
lysats cellulaires. La figure 23 présente un effet cytopathique induit par le capripoxvirus 
recombinant NS1 (b), lors d’un premier passage en milieu sélectif liquide 










Figure 23 - Effet cytopathique observé au microscope optique (x4) sur des cellules OA3Ts infectées par 
le recombinant Cpox-NS1, en milieu sélectif liquide. a. Contrôle négatif correspondant à des cellules 
OA3Ts non infectées b. Cellules OA3Ts transfectées avec le recombinant Cpox-NS1. 
 
 La figure 24 présente un effet cytopathique, obtenu pour le même virus 
recombinant, lors d’un second passage en milieu sélectif sur agarose. L’effet 
cytopathique se présente sous forme d’une plage de lyse correspondant à un clone 
unique du virus recombinant. 
a.





MM                 - ARNm          ADNc               +
a. b.














Figure 24 - Effet cytopathique observé en microscopie optique (x4) sur des cellules OA3Ts infectées 
avec le recombinant Cpox-NS1, en milieu sélectif avec agarose. a. Contrôle négatif correspondant à des 
cellules OA3Ts non infectées b. Cellules OA3Ts transfectées avec le recombinant Cpox-NS1. 
 
 Après les différentes étapes de purification (passage en milieu liquide, en 
agarose, plusieurs séries de dilutions limites), la pureté du clone obtenu peut être 
analysée par deux techniques complémentaires : l’immunofluorescence et 
l’amplification par PCR spécifique de chacun des gènes d’intérêt. 
 
2-2-2-1 - Analyse par immunofluorescence  
 
 Seuls les anticorps anti-VP7 ont permis l’évaluation de la pureté des dilutions 
limites effectuées. La figure 25 présente les résultats d’IF obtenus pour la dilution limite 
n°3 concernant le recombinant Cpox-VP7. L’observation d’une fluorescence se fait 
jusqu’à la dilution au 1/1000ème. Les surnageants de cette dernière dilution serviront 
pour l’étape de purification suivante. 
 
a. b.





Figure 25 - Détection des anticorps anti-VP7 par immunofluorescence lors des dilutions sérielles du virus 
recombinant Cpox-VP7. 
 
2-2-2-2 - Evaluation de la pureté par PCR 
 
L’analyse par PCR de surnageants de culture cellulaire est effectuée lors de 
l’étape des dilutions sérielles en milieu liquide. Après observation d’un ECP, l’ADN 
viral est extrait à partir des surnageants de culture. Les gels d’agarose 1% TBE + BET 
illustrés en figures 26, 27, 28 et 29 présentent les résultats d’amplification par PCR 
obtenus pour les recombinants NS1, NS3, VP2 et VP7 lors du processus de purification 
en milieu sélectif.  
 Le gel présenté en figure 26a présente les résultats d’amplification du virus 
recombinant CPox-NS1, avec le lot d’amorce CPTK9 / CPTK10. Une amplification à 
714 pb correspondant au virus parental est obtenue. L’intensité de la bande obtenue 
décroît au fur et à mesure des dilutions jusqu’à s’éteindre à la cinquième dilution. Une 
deuxième bande spécifique, à 3061 pb, correspondant au capripoxvirus recombinant 
NS1 est obtenue jusqu’à la dernière dilution où il y a absence du virus parental. Une 
confirmation de la présence du virus recombinant est obtenue grâce à une deuxième 
amplification avec le lot d’amorce CPTK9 / NS1-F2 (b). Des amplifications spécifiques 
de forte intensité, à 1379 pb sont obtenues pour chacune des dilutions concernées. On 
peut conclure quand à la pureté du virus recombinant Cpox-NS1 à la dilution sérielle 
n°5. Le passage en phase de production se fera à partir de cette dilution. 




















Figure 26 - Amplifications par PCR lors des processus de purification du recombinant Cpox-NS1. a. 
PCR recombinant/sauvage CPTK9/CPTK10 b. PCR recombinant CPTK9/NS1-F1. MM : marqueur de 
poids moléculaire, d0 à d-5 : dilutions sérielles, - : contrôle négatif, + : contrôle positif correspondant à 
de l’ADN KS-1 (a). 
 
Les gels des figures 27a et 27b présentent les résultats d’amplification du virus 
recombinant CPox-NS3 avec le lot d’amorce CPTK9 / CPTK10 et CPTK9/ NS3-F1. 
Une amplification du virus recombinant Cpox-NS3 est obtenue uniquement à la dilution 
au 1/10ème (figure 27b, amplification à 935 pb). Malheureusement, une amplification 
spécifique est également obtenue à 714 pb correspondant au virus parental. On ne peut 
donc pas conclure quand à la pureté de ce virus recombinant. D’autres dilutions limites 









Figure 27 - Amplifications par PCR lors des processus de purification du recombinant Cpox-NS3. a. 
PCR recombinant/sauvage CPTK9/CPTK10 b. PCR recombinant CPTK9/NS3-F1. MM : marqueur de 
poids moléculaire, d0 à d-1 : dilutions sérielles, - : contrôle négatif, + : contrôle positif correspondant à 
de l’ADN KS-1 (a) et l’ADN du recombinant, respectivement (b). 
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 Pour le virus recombinant Cpox-VP2, une amplification spécifique du gène VP2 
est obtenue en dilution d0 avec la présence d’une bande à 3194 pb, avec le lot d’amorce 









Figure 28 - Amplifications par PCR lors des processus de purification du recombinant Cpox-VP2. PCR 
recombinant/sauvage CPTK9/VP2F1. MM : marqueur de poids moléculaire, d0, d-1 : dilutions sérielles. 
 
Concernant le recombinant Cpox-VP7, la présence d’une bande spécifique est 
obtenue à 1338 pb (figure 29b.) à la dilution d0. Toutefois, le virus parental est 
également présent à cette dilution (figure 29a.). Cet exemple démontre l’intérêt 
d’utiliser deux lots d’amorces. En effet avec le premier lot d’amorce (CPTK9/CPTK10) 
aucune amplification du recombinant n’est observé alors qu’avec le deuxième lot 
d’amorce (CPTK9/VP7-F1) il y a bien une amplification spécifique. D’autres dilutions 
limites ont été nécessaires pour purifier ce virus recombinant Cpox-VP7. La technique 
de PCR est utilisée en complément de la technique d’IF pour le virus recombinant 











Figure 29 - Amplifications par PCR lors des processus de purification du recombinant Cpox-VP7. a. 
PCR recombinant/sauvage CPTK9/CPTK10 b. PCR recombinant CPTK9/VP7-F1. MM : marqueur de 
poids moléculaire, d0, d-1 : dilutions sérielles, - : contrôle négatif, + : contrôles positifs correspondant 
respectivement à de l’ADN KS-1 (a) et de l’ADN du virus recombinant (b). 
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 Quatre capripoxvirus recombinants pour la FCO, Cpox-NS1, Cpox-NS3, Cpox-
VP2 et Cpox-VP7 ont été générés et purifiés. La pression de sélection sur le gène 
Ecogpt, a du être maintenue pour éviter un retour rapide du virus parental. En moyenne, 
une 10aine de passages en dilutions limites ont été nécessaires pour obtenir des virus 
recombinants purs.  
 Une fois les virus recombinants validées pour chacun des gènes de la FCO, nous 
nous sommes intéressés à l’évaluation de la réponse immunitaire ainsi que le niveau de 
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Beaucoup de travaux de recherches sur la souche vaccinale atténuée du virus de 
la dermatose nodulaire contagieuse ont été menés ces dernières années. La souche 
Kenyan Sheep-1 (KS-1) a notamment été utilisée pour l’expression de gènes des virus 
de la peste bovine, de la peste des petits ruminants et de la fièvre catarrhale ovine 
(Romero et al., 1993 ; Romero et al., 1994 ; Wade-Evans et al., 1996 ; Berhé et al., 
2003). Des données générées après vaccinations en conditions expérimentales ou de 
terrain avec la souche KS-1 ont confirmé l’innocuité et l’absence de pouvoir de 
diffusion de cette souche vaccinale sur des moutons et des chèvres (Romero et al., 
1993). 
L’objectif de ce quatrième chapitre est d’évaluer l’effet immunogène des 
constructions de capripoxvirus recombinants élaborés à partir des quatre gènes NS1, 
NS3, VP2, VP7 de la FCO. Cette évaluation n’a pu se faire que par le biais 
d’expérimentations animales avec deux modèles : caprin et ovin.  
 Une première expérimentation animale, a été envisagée chez les chèvres afin de 
visualiser la cinétique de séroconversion et la dynamique des réponses cellulaires suite à 
une infection avec la souche atténuée KS-1. Une seconde expérimentation animale, 
également chez les chèvres a permis de tester l’immunogénicité des constructions 
capripoxvirus exprimant différents gènes de la FCO. Une troisième expérimentation a 
consisté à reproduire les résultats chèvres chez le mouton puis à tester l’effet protecteur 
des réponses induites, après épreuve virulente avec la souche sauvage FCO sérotype 2.  
 
1- Immunisation de chèvres avec la souche vaccinale KS-1  
 
1-1 - Matériel et méthodes 
 
1-1-1 - Modèle d’étude 
 
 Six chèvres de race Saanen ont été réparties en deux lots, un lot témoin composé 
de 2 chèvres, inoculées par voie sous cutané (SC) avec du milieu de culture utilisé pour 
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l’entretien des cellules OA3Ts et un lot vacciné, composé de 4 chèvres inoculées par 
voie sous cutanée avec une dose de 104 DICTD50 de la souche vaccinale atténuée KS-1. 
Des prélèvements sur tubes héparinés et tubes secs ont été effectués 
hebdomadairement, depuis le jour de l’immunisation jusqu’à 4 semaines après 
l’injection afin d’évaluer les réponses immunitaires cellulaires et humorales, 
respectivement.  
 
1-1-2 - Evaluation de la réponse immunitaire  
 
1-1-2-1 - Recherche d’anticorps par la technique d’immunofluorescence 
 
La présence d’anticorps anti-capripox, dans les sérums caprins, est testée par 
immunofluorescence de la manière suivante. Des plaques 96 puits sont préparées à 
raison de 2 x 104 cellules OA3Ts par cupule. Le jour suivant, les cellules à confluence 
sont infectées avec la souche atténuée KS-1 avec une dose de 100 DICT50. Le virus est 
laissé en contact avec les cellules pendant 2 heures à 37°C, 5% CO2 puis du milieu de 
culture complet est rajouté. Après 48h d’incubation à 37°C, 5% CO2, les cellules sont 
fixées à -20°C pendant 30 minutes avec de l’acétone 80%.  
Les cellules, perméabilisées pendant 30 minutes avec du Triton 100X à 0,2%, 
sont incubées 20 minutes à 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, gélatine 0,2%). 
Les sérums caprins sont ajoutés en double dilués au 1/50ème dans du tampon de blocage. 
Après une incubation de 30 minutes à 37°C et trois rinçages avec du tampon de blocage, 
des anticorps anti-chèvre FITC (F0250 - Dako, USA) dilués au 1/50ème dans du tampon 
de blocage sont ajoutés. Après trois rinçages en PBS, l’observation de la fluorescence 
est effectuée au microscope (Nikon, eclipse TE300). Des cellules non infectées servent 
de témoins négatifs. 
 
1-1-2-2 - Evaluation de la réponse cellulaire 
 
Il a été choisi d’évaluer la réponse cellulaire au travers de deux aspects :  
- L’estimation de la prolifération et le typage des sous populations lymphocytaires 
après restimulation avec l’antigène total KS-1. 
- Le dosage de cytokines. 
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 Pour se faire, les cellules mononuclées (PBMCs ou Peripheral Blood 
Mononuclear Cells) sont isolées à partir du sang périphérique, dilué au 1/2, sur milieu 
de séparation des lymphocytes (MSL, Eurobio, France). Après lavage, les cellules sont 
resuspendues dans du milieu RPMI (Sigma, USA) enrichi à 10% SBF et 1% L-glu et re-
stimulées avec l’antigène total KS-1. Les contrôles négatifs et positifs sont soit du 
milieu de culture seul soit un milieu de culture contenant un mitogène, la concanavaline 
A à la concentration finale de 5 µg/ml (ConA, Sigma, USA). Les surnageants de 
culture, récoltés après 4 et 7 jours de re-stimulation ont permis le dosage d’interféron 
gamma (IFNγ) par ELISA avec le kit «Bovigam, Bovine Gamma Interferon Test» (CSL 
Veterinary, Australia). L’activité des cellules est évaluée par passage au cytomètre en 
flux (FACSort, Becton Dickinson). Tous les lymphocytes quiescents présentent une 
apparence uniforme de cellules rondes de petite taille avec un noyau dense et peu de 
cytoplasme. Les lymphocytes activés se multiplient rapidement et forment des 
structures appelées blastes. Afin de phénotyper et quantifier les sous-populations 
fonctionnelles (lymphocytes T CD4, lymphocytes T CD8, lymphocytes B, lymphocytes 
γδ), des doubles-marquages spécifiques sont effectués (tableau 7). Les anticorps 
primaires sont incubés avec les cellules pendant 10 minutes à température ambiante. 
Après deux lavages en PBS, les anticorps secondaires marqués à l’aide de 
fluorochromes, Fluorescein Isothiocyanate (FITC), R-Phycoerytherin (PE) ou tri-Color 
(TC), dilués de façon appropriée, sont ajoutés 10 minutes à température ambiante. Les 
cellules sont lavées une dernière fois et analysées au cytomètre en flux à l’aide du 
logiciel CellQuest 3.01. Les informations apportées par la cytométrie en flux concernent 
la taille (Forward Scatter – FSC), la granularité (Side Scatter – SSC) et l’intensité de 
fluorescence émise par la cellule (FL-1, FL-2 ou FL-3). Les différents fluorochromes 
utilisés émettent sur des longueurs d’ondes différentes. Ainsi, FITC émet sur FL-1 à une 
longueur d’onde de 515 nm, PE émet sur FL-2 à 585 nm et TC émet sur FL-3 à 667 nm. 
Lors de l’acquisition des données, chaque évènement apparaît sous forme d’un point. 
Après 10 000 évènements, on obtient un nuage de points, ou dot plot, représentatif des 
populations cellulaires acquises. L’analyse de ces populations cellulaires pourra se faire 
en fonction des caractéristiques physiques des cellules (FSC / SSC) ou de la 
fluorescence émise (FSC / FL-1 ou FL-2 ou FL-3 pour un simple marquage ; FL-1, 2 
ou3 / FL-1, 2 ou 3 pour des doubles-marquages). 
Expérimentations in vivo 
 
92 
Cellules cibles Anticorps primaires Anticorps secondaires
Lymphocytes T  γδ CC15 IgG2a (Serotec, UK), 1/10ème IgG2a-FITC (fluorescein, FL-1), 1/100ème
Lymphocytes T  CD4 GC50A1 IgM (VMRD, USA), 1/1000ème IgM-PE (phycoerytherin, FL-2), 1/100ème
Lymphocytes T  CD8 7C2 IgG2a (ILRI, Kenya), 1/2 IgG2a-FITC (fluorescein, FL-1), 1/100ème
Lymphocytes B Du2-104 IgM (aimablement fourni par le Dr Hein, 
Bâle, Suisse), 1/4 IgG2a-FITC (fluorescein, FL-1), 1/100
ème
Récepteurs IL2 (CD25) CACT116A IgG1 (VMRD, USA), 1/1000ème IgG1-TC (Tri-color, FL-3), 1/80ème   
 
Tableau 7 - Liste des anticorps Iaires et IIaires utilisés pour le typage des populations lymphocytaires. 
 
1-2 - Résultats 
 
1-2-1 - Evaluation de la réponse humorale 
 
 La présence d’anticorps anti-capripoxvirus dans les sérums caprins est évaluée 
par immunofluorescence. Les contrôles négatifs ne présentent aucune fluorescence ainsi 
que les puits correspondants aux deux chèvres témoins (figure 30b). Les puits 
correspondants aux chèvres immunisées avec le KS-1 présentent déjà une fluorescence 











Figure 30 - Détection des anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence chez les chèvres 
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1-2-2 - Evaluation de la réponse cellulaire 
 
Peu ou pas de blastogenèse est observée dans les cupules re-stimulées avec le 
KS-1. De plus, les marquages cellulaires ainsi que la réponse IFNγ (figure 31) des 
PBMCs restimulés avec l’antigène total KS-1 (ligne continue verte), présentent des taux 




















Figure 31 - Evolution de la réponse IFNγ après restimulation avec l’antigène total KS-1. a. Chèvres 
témoins, b. Chèvres immunisées avec la souche atténuée KS-1. 
 
Nous supposons que l’antigène KS-1 total provoque un effet inhibiteur sur 
l’activation des PBMCs. Pour tester cette hypothèse de nouveaux prélèvements sur deux 
des chèvres immunisées sont effectués. Afin de tester l’effet inhibiteur du KS-1 total sur 
l’activité mitogène de la ConA, les PBMCs sont restimulés avec un mélange ConA plus 
KS-1. Après 4 jours de restimulation, on observe une blastogenèse inférieure dans les 
puits ConA plus KS-1 comparativement aux puits traités avec le mitogène seul. L’effet 
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travers la réponse IFNγ (figure 32) et par cytométrie en flux (figure 33). On constate 
que toutes les sous-populations lymphocytaires diminuent drastiquement quand le KS-1 
est ajouté au mitogène ConA et ceci permet donc de conclure à l’effet inhibiteur du KS-
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L’inactivation aux ultraviolets (UV) des surnageants de culture du virus KS-1 
permet d’éliminer l’effet inhibiteur de l’antigène sur la prolifération cellulaire. Pour les 
prochaines restimulations in vitro effectuées dans le cadre d’expérimentations animales, 
une inactivation pendant 30 minutes aux UV (UV Crosslinker, Amersham life Science, 
USA) des antigènes entiers KS-1 et FCO a été pratiquée.  
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2 - Immunisation de chèvres et de moutons avec les différentes constructions de 
poxvirus recombinants FCO  
 
 Ce travail a fait l’objet d’une publication intitulée: « Recombinant 
capripoxviruses expressing proteins of bluetongue virus : Evaluation of immune 
responses and protection in small ruminants » Perrin et al., 2007 (annexe 2). 
 
2-1 - Matériel et méthodes 
 
2-1-1 - Modèle d’étude 
 
 Afin d’évaluer la cinétique de séroconversion, la dynamique des réponses 
cellulaires et le niveau de protection observés après immunisation avec nos 
capripoxvirus recombinants pour la FCO, des expérimentations chez la chèvre et le 




















Groupe témoin = vaccin Cpox-HPPR












J7 J14 J42 J49 J56
Euthanasie de fin 
d’épreuve virulente
Température + signes cliniques
J0 J23     J25
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2-1-1-1 - Expérimentation sur chèvres 
 
 Des chèvres de race Saanen hébergées en animalerie confinement 2 (CIRAD, 
Montpellier) ont été réparties en deux lots. Un groupe témoin composé de 4 chèvres, a 
été inoculé par voie sous cutanée avec une dose à 2x106 DICT50 avec vaccin 
capripoxvirus-HPPR, c'est-à-dire exprimant un transgène n’ayant aucun rapport avec le 
virus de la FCO (HPPR correspond au gène codant pour l’hémagglutinine du virus de la 
peste des petits ruminants). Le deuxième groupe est composé de 4 chèvres immunisées 
par voie sous cutané avec un mélange des capripoxvirus recombinants FCO à une dose 
de 2x106 TCID50 chacun (groupe Cpox-FCO). Trois semaines après (J21), les chèvres 
sont éprouvées avec une dose à 104 DICT50 de la souche atténuée FCO de sérotype 2. 
Une chèvre du lot témoin est morte avant les immunisations. 
 Les chèvres font l’objet d’un prélèvement de sang sur tubes secs, une fois par 
semaine dès le jour de l’immunisation (J0). Les tubes secs sont mis à décanter à +4°C, 
puis le sérum est récolté, aliquoté et stocké à -20°C pour recherche d’anticorps. Des 
prélèvements sur tubes EDTA sont effectués pour recherche virale, le jour de l’épreuve 
(J21) puis 2, 4 et 7 jours après épreuve (J23, J25 et J28). Enfin, des prélèvements de 
sang sur tubes héparinés sont effectués hebdomadairement dès le jour de 
l’immunisation. Le sang est traité pour la récolte des cellules mononuclées qui sont 
restimulées pendant 4 jours avec du virus entier inactivé (KS-1 et FCO). Le surnageant 
de culture est prélevé à 4 jours puis stocké à -80°C pour recherche ultérieure 
d’interféron gamma (IFNγ). 
 
2-1-1-2 - Expérimentation sur moutons 
 
 Un pré-essai de vaccination en animalerie confinée niveau 3 (AFSSA, Sophia-
Antipolis) avec un vaccin capripoxvirus exprimant le gène de l’hémagglutinine du virus 
de la peste des petits ruminants (Cpox-HPPR) a permis de valider le modèle d’épreuve 
virulente, en vérifiant notamment l’absence d’interférence d’une vaccination poxvirus 
l’incidence clinique d’une épreuve virulente impliquant le virus FCO de sérotype 2. Un 
deuxième essai sur mouton a été effectué dans le but de tester la protection conférée par 
les capripoxvirus recombinants. Ainsi, deux lots de 10 et 11 moutons ont été utilisés 
comme suit : un lot témoin vacciné par voie sous cutanée de 10 moutons, avec une dose 
de 2x106 DICT50 de vaccin capripox-HPPR (groupe témoin) et un lot vacciné composé 
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de 11 moutons inoculés avec un mélange de capripoxvirus recombinants à 2x106 
DICT50 chacun (groupe Cpox-FCO). Trois semaines après immunisation, les animaux 
sont éprouvés avec une souche virulente du sérotype 2 (J21). La protection est mesurée 
sur des signes cliniques (absence, présence avec maladie, hyperthermie) et des 
paramètres virologiques (virémie) du groupe Cpox-FCO par rapport au groupe témoin. 
 Des prélèvements pour virologie (sang sur tubes EDTA) sont effectués après 
épreuve puis à J23, J25 et J28. Les moutons font l’objet d’un prélèvement de sang sur 
tubes secs pour recherche d’anticorps, le jour de l’immunisation puis tous les 7 jours 
pendant 5 semaines. Des prélèvements sont également effectués sur tubes héparinés afin 
d’évaluer les réponses cellulaires, le jour de l’immunisation, trois semaines plus tard, 
puis 1, 2 et 3 semaines après épreuve.  
 L’état de santé des animaux est observé quotidiennement. Un score clinique total 
est affecté à chaque animal en fin d’expérimentation. 
 
2-1-2 - Méthodes  
 
2-1-2-1 - Recherche d’anticorps 
 
La présence d’anticorps anti-NS1/NS3/VP7, anti-VP2, anti-HPPR et anti-Cpox, 
dans les sérums caprins et ovins est testée par ELISA indirecte, neutralisation virale, 
ELISA de compétition et immunofluorescence, respectivement. 
 
A - Recherche d’anticorps anti-NS1/NS3/VP7 par ELISA indirecte 
 
 Les protéines NS1, NS3 et VP7 exprimées en système Baculovirus (E. Bréard, 
AFSSA-Lerpaz, Maisons-Alfort), sont diluées au 1/50ème dans du PBS et adsorbées une 
nuit à 4°C sur des plaques Polysorp 96 puits (Nunc, USA) à raison de 50 µl par puit. 
Les puits sont ensuite saturés avec du tampon de blocage (PBS-Tween 20 à 0,05%, 
BSA 1% et lait écrémé 3%). Les sérums caprins et ovins, dilués au 1/100ème dans du 
tampon de blocage, sont ajoutés en double puis incubés 45 minutes à 37°C. Après 
quatre lavages en PBS-Tween 20-0,05%, les plaques sont incubées 45 minutes à 37°C 
avec un anticorps secondaire anti-chèvre marqués à l’Horseradish Peroxydase (HRP) ou 
anti-mouton-HRP (Dako, USA), selon les sérums à tester. Les anticorps secondaires 
sont dilués au 1/6000ème dans du tampon de blocage. Après quatre lavages, la réaction 
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de coloration est activée avec 100 µl de solution substrat (1 mg/ml de O-
phenylenediamine dihydrochloride (Sigma, USA), H2O2 0,03%) puis stoppée avec 100 
µl d’acide sulfurique 1 M. Les résultats sont exprimés en densité optique (DO) 
mesurées à une longueur d’onde de 492 nm. Les valeurs de DO sont considérées comme 
positives lorsqu’elles dépassent la valeur moyenne des DO obtenues à J0 plus 2 écarts-
type. 
 Le test statistique non paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé pour 
comparer les résultats entres les groupes témoins et les groupes Cpox-FCO. Une 
probabilité p<0.05 a été considérée comme statistiquement significative. 
 
B - Recherche d’anticorps anti-VP2 par neutralisation virale 
 
 Les sérums caprins et ovins sont dilués en double, du 1/5ème jusqu’au 1/600ème, 
puis sont mis en contact avec 100 TCID50 de virus FCO sérotype 2 dans des plaques 96 
puits. Après 1 heure d’incubation à 37°C, 100 000 cellules VERO sont ajoutées dans 
chaque puit et les plaques sont incubées à 37°C, sous 5% de CO2, pendant 5 à 6 jours. 
Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral et correspondent à l’inverse de la 
dilution la plus haute donnant 50 % d’ECP. Les sérums avec des titres supérieurs à 10 
sont considérés comme positifs. 
 
C - Recherche d’anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence 
 
 Des plaques 96 puits sont préparées à raison de 2 x 104 cellules OA3Ts par puit. 
Le jour suivant, les cellules à confluence, sont infectées avec le KS-1 avec une dose de 
100 TCID50/ml. Le virus est laissé en contact avec les cellules pendant 2 heures à 37°C, 
5% CO2 puis du milieu de culture complet est ajouté. Après 48h d’incubation à 37°C et 
5% de CO2, les cellules sont fixées pendant 30 minutes à -20°C en acétone 80%.  
Les cellules sont perméabilisées 30 minutes avec du Triton 100X à 0,2% puis 
incubées 20 minutes à 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, gélatine 0,2%). Les 
sérums caprins et ovins sont ajoutés en double à une dilution au 1/50ème (dans du 
tampon de blocage), pendant 30 minutes à 37°C. Après trois rinçages avec du tampon 
de blocage des anticorps anti-chèvre-FITC ou anti-mouton-FITC (F0250 et F0135, 
respectivement - Dako, USA) sont ajoutés au 1/50ème dans du tampon de blocage. Après 
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trois rinçages en PBS, l’observation de la fluorescence est effectuée au microscope 
(Nikon, eclipse TE300). Des cellules non infectées servent de témoins négatifs. 
 
D - Recherche d’anticorps anti-HPPR par ELISA de compétition 
 
 Les présence d’anticorps anti-HPPR est mesuré par un ELISA de compétition 
suivant la technique décrite par Libeau et al., 1995. 
 
2-1-2-2 - Analyse de la réponse cellulaire 
 
La réponse cellulaire a été évaluée au niveau de la prolifération et de l’activation 
des lymphocytes après restimulation avec les antigènes totaux inactivés, soit la souche 
atténuée KS-1, soit et le virus FCO de sérotype 2. En raison de contraintes techniques, 
l’isolement des PBMCs réalisé à partir des prélèvements correspondants à 
l’expérimentation faite sur les moutons, n’a pu fournir de résultats exploitables. 
Pour l’expérimentation sur chèvres, les cellules mononuclées (PBMCs) sont 
isolées à partir du sang périphérique dilué au 1/3 sur de l’histopaque 1083 (Sigma, 
USA). Une partie des cellules blanches est placée directement en restimulation avec les 
antigènes totaux, KS-1 et FCO (préalablement inactivés aux UV), dans du milieu RPMI 
(Sigma, USA) enrichi à 10% SBF, 1% L-glu et 1% Atb. L’autre partie des cellules 
blanches est d’abord marquée avec un traceur cellulaire, le CFSE (CarboxyFluorescein 
diacetate Succinimidyl Ester – Molecular Probes, USA) afin de suivre la prolifération 
cellulaire puis mise en restimulation avec les antigènes totaux. Les contrôles négatifs et 
positifs sont soit du milieu de culture seul, soit du milieu de culture contenant un 
mitogène, la concanavaline A à 5 ug/ml (ConA, Sigma, USA). Les cellules sont 
incubées 4 jours en présence ou non des antigènes de restimulation. L’activation et la 
prolifération des cellules sont évaluées par passage au cytomètre en flux (FACSort, 
Becton Dickinson) en utilisant les paramètres FSC x SSC et FL1 x FSC.  
 Les valeurs obtenues pour les groupes témoins et Cpox-FCO sont comparées par 




Expérimentations in vivo 
 
101 
2-1-2-3 - Evaluation de la protection 
 
A - Recherche virale chez les chèvres et les moutons 
 
 Des prélèvements de sang sur EDTA sont effectués le jour de l’épreuve (J21) 
puis 2, 4 et 7 jours après épreuve (J23, J25 et J28) pour les chèvres et à J21, J25 et J28 
pour les moutons.  
 La détection du virus se fait par RT-PCR directement à partir du sang chez les 
moutons. En revanche, aucune détection directe par cette méthode n’a été possible chez 
les chèvres. Nous avons donc inoculé des cellules VERO avec les échantillons sanguins 
préparés selon la technique de Clavijo et al., 2000, puis réalisé une RT-PCR sur les 
surnageants de culture récoltés après apparition d’un ECP.  
L’ARN est extrait à partir du sang selon la méthode du Trizol décrite dans 
Toussaint et al., 2007b, alors que l’ARN provenant des surnageants de culture est 
extrait à l’aide du kit «RNeasy tissue» (Qiagen, USA) selon les instructions du 
fournisseur. Les ADNc sont synthétisés à partir des ARN à l’aide du kit « firts-strand 
cDNA synthesis » (Amersham Biosciences, UK) selon les instructions du fournisseur. 
Enfin, le virus est détecté par amplification du gène NS1 à l’aide des amorces 11-31 et 
284-265 (Katz et al., 1993). Les réactions de PCR se font dans un volume final de 50 µl 
réparti de la manière suivante: tampon 10x (Qiagen, USA), 250 µM de chaque dNTP 
(Eurobio, France), 200 ng de chaque amorce et 2,5 U de Taq polymérase (Qiagen, 
USA), sous les conditions suivantes : une étape de dénaturation initiale à 94°C pendant 
5 minutes suivie par 30 cycles [94°C, 1 min ; 58°C, 1 min ; 72°C, 1 min] et une étape 
d’élongation finale à 72°C pendant 10 min. Un volume de 10 µl d’ADNc est ajouté à 
chaque réaction de RT-PCR ainsi que des échantillons sans ADN afin d’exclure toute 
contamination. 
 
B - Scores cliniques après épreuve virulente chez les moutons 
 
 Au cours de l’expérimentation sur moutons éprouvés avec la souche virulente du 
virus FCO de sérotype 2, des scores cliniques ont été attribués à chacun des animaux. 
Ces scores correspondent au total de points cumulés pour chaque animal, tout au long 
de l’expérimentation, rapporté au nombre de jours d’expression clinique. La mortalité 
n’est pas prise en compte dans ce score clinique. Le détail des scores associés à chaque 
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signe clinique est donné dans le tableau 8. De plus, la température rectale est mesurée 
quotidiennement du jour de l’immunisation jusqu’à l’euthanasie. 
 Les scores cliniques obtenus pour chacun des groupes, témoin et Cpox-FCO sont 
comparés en utilisant le test statistique de Kruskal-Wallis. Une valeur de probabilité 
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2-2 - Résultats 
 
2-2-1 - Evaluation de la réponse humorale 
 
 Afin d’évaluer la cinétique de séroconversion des chèvres et des moutons après 
immunisation avec un mélange des capripoxvirus recombinants FCO, nous avons 
récolté le sérum des animaux toutes les semaines. 
 
2-2-1-1 - Détection des anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence 
 
 Les anticorps anti-capripoxvirus sont révélés par immunofluorescence. La figure 
36 présente les résultats de l’IF a. pour les chèvres du groupe Cpox-FCO (immunisées 
avec les capripoxvirus recombinants FCO) b. pour les chèvres du groupe témoin 
(immunisées avec un vaccin sans rapport avec le vaccin testé, le capripoxvirus-HPPR). 
Dès J14, soit deux semaines après l’immunisation, les chèvres des deux groupes 
présentent des anticorps anti-capripoxvirus détectables par IF et ce jusqu’à J35. 
L’illustration c. correspond à une chèvre naïve et l’illustration d. est le témoin positif 
correspondant à un sérum hyper immun. Les mêmes résultats ont été obtenus pour les 
sérums ovins.  
 
 
Figure 36 - Détection d’anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence dans des sérums caprins au 
cours des essais in vivo des capripoxvirus recombinants. a. Chèvres du groupe Cpox-FCO, b. Chèvres du 
groupe témoin, c. Chèvre naïve, d. Témoin positif (sérum hyper immun). 
J21 J28 J35 
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2-2-1-2 - Détection des anticorps anti-HPPR par ELISA de compétition 
 
 La figure 37 présente les courbes de séroconversion observées chez les chèvres 
lors des essais avec les recombinants Cpox-FCO. Comme attendu, les animaux du 
groupe témoin (courbes roses), immunisés avec le vaccin capripoxvirus-HPPR 
développent des anticorps anti-HPPR alors que les animaux immunisés avec les 
capripoxvirus-FCO ne séroconvertissent pas (courbes bleues). Les mêmes résultats ont 










Figure 37 - Réponse anti-HPPR chez les chèvres immunisées avec les recombinants Cpox-FCO et Cpox-
HPPR. 
 
2-2-1-3 - Détection des anticorps anti-NS1/NS3/VP7 par ELISA indirect 
 
 Trois ELISA différents ont été développés afin d’analyser la réponse anti-NS1, 
NS3 et VP7. La figure 38 présente les courbes de séroconversion contre l’antigène NS3, 
obtenues chez les chèvres (a) et chez les moutons (b) immunisés soit avec un mélange 
de capripoxvirus recombinants FCO (groupe Cpox-FCO) soit un vaccin capripoxvirus 
sans rapport avec la FCO (groupe témoin). Une séroconversion est observée dans les 
deux cas dès deux semaines après immunisation (J14) pour 3 chèvres sur 4 et 3 moutons 
sur 11 dans les groupes Cpox-FCO. A J21, le jour de l’épreuve avec le virus FCO, la 
quasi-totalité des animaux immunisés avec les vaccins recombinants séroconvertissent. 
Les animaux du groupe témoin séroconvertissent seulement 2 semaines après l’épreuve 
(atténuée ou virulente) mais un effet rappel est observé dans le groupe Cpox-FCO à J35. 


















































Figure 38 - Réponse anti-NS3 obtenue au cours des essais capripoxvirus recombinants. a. 
Expérimentation chèvres, b. Expérimentation moutons 
 
 La figure 39 présente les courbes de séroconversion concernant l’antigène VP7, 
obtenues chez les chèvres (a) et chez les moutons (b) du groupe Cpox-FCO ou du 
groupe témoin. Une séroconversion est observée pour une des chèvres dès deux 
semaines après immunisation (J14) dans le groupe Cpox-FCO. A J21, 3 moutons sur 11 
et seulement 1 chèvre sur 3 ont séroconverti. La quasi-totalité des animaux des groupes 
témoin et Cpox-FCO séroconvertissent à J35 avec une amplification de la réponse dans 
les groupes immunisés avec les capripoxvirus recombinants. Les densités optiques 
obtenues dans les groupes Cpox-FCO sont significativement supérieures à celles 
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Figure 39 - Réponse anti-VP7 obtenue au cours des essais capripoxvirus recombinants. a. 
Expérimentation chèvres, b. Expérimentation moutons. 
 
 En raison de difficultés techniques, l’ELISA anti-NS1 n’a pas fourni de résultats 
exploitables.  
 
2-2-1-3 - Détection des anticorps anti-VP2 par neutralisation virale 
 
 Les anticorps anti-VP2 sont détectés par un test de neutralisation virale. Les 
résultats présentés ici concernent uniquement l’expérimentation sur moutons. Le tableau 
9 présente les titres viraux obtenus de J0 (jour de l’immunisation) jusqu’à J35 (2 
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ELISA VP7 – sérums ovins
 Groupe Cpox-FCO
Groupe Témoin
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l’épreuve (J21) chez 2 animaux sur 11 dans le groupe Cpox-FCO et dans 6 sur 11 à J28. 
Trois animaux de plus séroconvertissent 1 semaine plus tard. Les titres viraux obtenus 
pour le groupe CPox-FCO sont significativement supérieurs à ceux obtenus pour le 
groupe témoin à J21, J28 et J35 (test Kruskal-Wallis, p<0,05). 
 
 J0 J21 J28 J35 
 - - - 240 
 - - 15 >640 
 - - - Morte 
 - - - 640 
Groupe Cpox-FCO - - 20 >640 
 - 15 15 >640 
 - - - - 
 - - 10 >640 
 - - - >640 
 - 80 60 >640 
 - - 10 >640 
 - - - 80 
 - - - 480 
 - - - >640 
 - - - 320 
Groupe Témoin - - - >640 
 - - - Morte 
 - - 15 >640 
 - - 15 Morte 
 - - 10 >640 
 - - - - 
  
Tableau 9 - Titres viraux obtenus par neutralisation virale chez les moutons immunisés par les 
capripoxvirus recombinant FCO.  
 
2-2-2 - Evaluation de la réponse cellulaire chez les chèvres 
 
 La prolifération et l’activation des cellules mononuclées récoltées à partir du 
sang périphérique sont analysées hebdomadairement du jour de l’immunisation jusqu’à 
la fin de l’expérimentation. 
 
2-2-2-1 - Lymphoprolifération 
 
 La prolifération des lymphocytes restimulés avec les antigènes entiers et 
inactivés est évaluée après marquage au CFSE et passage au cytomètre en flux. La 
figure 40a présente les résultats de prolifération observés après restimulation avec le 
virus de la FCO. Une prolifération spécifique est observée dès J14, soit deux semaines 
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après immunisation dans le groupe Cpox-FCO (barres d’histogramme bleues) puis à J28 
de manière plus significative et enfin à J35. Comme attendu, aucune prolifération 
significative n’est observée pour le groupe témoin (barres d’histogramme violettes). La 
figure 40b présente les résultats de prolifération observée après restimulation avec le 
capripoxvirus, KS-1. Une prolifération spécifique est observée dès J7, soit une semaine 
après l’immunisation dans le groupe Cpox-FCO et à J14 pour les deux groupes témoin 
(Cpox-HPPR) et Cpox-FCO. L’intensité de prolifération augmente rapidement pour le 
groupe Cpox-FCO jusqu’à atteindre son maximum à J28. En revanche, pour le groupe 
témoin (Cpox-HPPR) la prolifération est nettement moins augmentée que dans le 
groupe Cpox-FCO. Les pourcentages obtenus pour le groupe Cpox-FCO sont 























Figure 40 - Prolifération des lymphocytes après restimulation avec les antigènes FCO (a) et KS-1(b). 
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2-2-2-2 - Lymphoblastogenèse 
 
 L’activation ou blastogenèse des lymphocytes restimulés avec les antigènes 
entiers et inactivés est évaluée après passage au cytomètre en flux. La figure 41a 
présente les résultats de blastogenèse observés après restimulation avec le virus de la 
FCO. Une activation spécifique est observée à J28, soit une semaine après l’épreuve 
FCO dans le groupe Cpox-FCO puis décroît rapidement jusqu’à J35. Aucune activation 
significative est observée pour le groupe témoin. La figure 41b présente les résultats 
d’activation observée après restimulation avec le capripoxvirus KS-1. Une activation 
spécifique est observée dès J7 et jusqu’à J42 dans le groupe Cpox-FCO et seulement à 
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2-2-3 - Evaluation de la protection 
 
 La capacité des capripoxvirus recombinants FCO à protéger les chèvres et les 
moutons contre la maladie et contre une réplication du virus est évaluée après épreuve 
virulente par l’observation des signes cliniques après épreuve virulente chez les 
moutons, et par la détection du virus de la FCO dans le sang.  
 
2-2-3-1 - Virémie 
 
 La détection du génome du virus de la FCO a été réalisée le jour de l’épreuve 
(J21) puis à J23, J25 et J28 chez les chèvres. Le virus n’étant pas détectable directement 
dans le sang, un passage en culture sur cellules VERO a été nécessaire. Le tableau 10 
présente les résultats de détection du virus FCO dans le sang des chèvres éprouvées 
avec une souche atténuée. Les animaux du groupe témoin présentent du virus dès 2 
jours après l’épreuve, alors qu’aucune amplification du virus n’est détectable pour les 
animaux du groupe Cpox-FCO. 
 
Chèvres    Jours post-immunisation 
     J21 J23 J25 J28 
  # 1 - + + + 
Groupe témoin # 2 - + + + 
  # 3 - + + + 
       
  # 4 - - - - 
# 5 - - - - Groupe Cpox-FCO 
# 6 - - - - 
  # 7 - - - - 
 
Tableau 10 - Suivi de la virémie dans le sang des chèvres lors des essais capripoxvirus recombinants. 
 
 La détection du génome du virus de la FCO a été réalisée le jour de l’épreuve 
(J21) puis à J25 et J28 chez les moutons. Le tableau 11 présente les résultats de 
détection du virus FCO dans le sang des moutons éprouvés avec une souche virulente. 
La quasi-totalité des animaux du groupe témoin (9/10) présentent du virus à J25 alors 
que seulement 6 animaux du groupe Cpox-FCO sur 11 présentent du virus. A J28, soit 1 
semaine après épreuve, tous les animaux du groupe témoin sont positifs en détection 
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virale alors que 3 animaux du groupe Cpox-FCO ne présentent toujours pas de charge 
virale. 
 
Moutons   Jours post-immunisation 
   J21 J25 J28 
 # 1 - - + 
 # 2 - + + 
 # 3 - + + 
 # 4 - + + 
Groupe témoin # 5 - + + 
 # 6 - + + 
 # 7 - + + 
 # 8 - + + 
 # 9 - + + 
 # 10 - + + 
     
 # 11 - - - 
 # 12 - - + 
 # 13 - + + 
 # 14 - + + 
 # 15 - - + 
Groupe Cpox-FCO # 16 - + + 
# 17 - + +  
# 18 - - + 
 # 19 - + - 
 # 20 - - + 
  # 21 - + - 
 
Tableau 11 - Suivi de la virémie dans le sang des moutons lors des essais capripoxvirus recombinants. 
 
2-2-3-2 - Pathologie et scores cliniques 
 
 Un animal du groupe Cpox-FCO est mort à J55. Des lésions au niveau de la 
cavité buccale, des muqueuses et des poumons ont été observées lors de l’euthanasie. 
Ces symptômes sont caractéristiques d’une infection due au virus de la FCO. Deux 
moutons du même groupe n’ont présenté aucun symptôme de la maladie. En revanche, 
tous les autres animaux ont présenté des signes cliniques plus ou moins marqués et des 
troubles du comportement au cours de l’expérimentation (figure 42). Dix animaux sur 
onze du groupe Cpox-FCO n’a présenté aucune lésion lors de l’examen post-mortem en 
fin d’expérimentation.  
 Dans le groupe témoin, 3 animaux sont morts à J53, J54 et J58, des suites 
d’hémorragies relativement importantes, observées au niveau de la cavité buccale et/ou 
thoracique. Tous les autres animaux de ce groupe ont présenté des signes cliniques et 
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des troubles du comportement (figure 42). Lors de l’examen post-mortem en fin 
d’expérimentation, des lésions modérées de la cavité buccale ou des muqueuses ont été 











Figure 42 - Symptômes observés chez les moutons au cours des essais capripoxvirus recombinants. a. 
Larmoiement, b. Apathie et trouble locomoteur, c. Jetage. 
 
 La figure 43 présente les scores cliniques attribués à chaque animal 
correspondant à la totalité des points obtenus, n’incluant pas la mortalité, au cours de 
l’expérimentation ramenée au nombre de jours d’expression clinique. Il apparaît une 
nette différence entre les deux groupes confortée par le test statistique de Kruskal-
Wallis (p<0.05). En effet, 2 animaux sur 11 du groupe Cpox-FCO (barres 
d’histogramme bleues) ne présentent aucun signe clinique et 4 autres présentent des 
scores inférieurs à 3 points. En revanche, les animaux du groupe témoin (barres 










Figure 43 - Scores cliniques obtenus chez les moutons après épreuve virulente homologue. L’absence de 
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 La figure 44 présente les courbes de moyenne de température obtenues chez les 
moutons du groupe témoin (courbe rose) et du groupe Cpox-FCO (courbe bleue). Une 
température supérieure à 40°C est généralement considérée comme signe 
d’hyperthermie. Le profil général des courbes de température est semblable quelque soit 
le groupe considéré. Cependant, à J+4, soit 3 jours après immunisation, les animaux du 
groupe Cpox-FCO présentent un pic de température proche de 40,5°C. On observe le 
même phénomène, après l’épreuve virulente avec une température moyenne à 40°C. En 
revanche, on observe pour les deux groupes, témoin et Cpox-FCO, une hyperthermie 
























Figure 44 - Courbes de température rectales observées chez les moutons au cours de l’expérimentation 
Cpox-FCO. 
 
2-3 - Conclusion 
 
 Une séroconversion anti-NS3 et anti-VP7 est observée à la fois chez des chèvres 
et chez des moutons 2 semaines avant épreuve FCO. Une séroconversion anti-VP2 est 
également observée chez des moutons, le jour de l’épreuve. De plus, on observe un effet 
rappel, dû à l’épreuve (J35), chez tous les animaux de groupe Cpox-FCO. Les animaux 
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Cpox-FCO). Ceci démontre la capacité des vaccins capripoxvirus exprimant différents 
gènes du virus de la FCO à générer des anticorps à la fois contre le vecteur mais aussi 
contre les transgènes.  
 L’activation et la prolifération spécifiques des PBMCs caprins après 
restimulation avec les antigènes FCO et KS-1 entiers inactivés confirment 
l’immunogénicité des capripoxvirus recombinants FCO délivrés aux animaux. 
 L’effet protecteur des vaccins capripoxvirus-FCO a été évalué chez les moutons 
après épreuve virulente. Seule une protection partielle a été obtenue. En effet, certains 
animaux ont développé des signes cliniques et un animal est mort au cours de 
l’expérimentation. Cependant, nous observons une différence significative entre le 
groupe témoin et le groupe Cpox-FCO en ce qui concerne les scores cliniques et la 
virémie après épreuve virulente. Par ailleurs, l’administration des capripoxvirus chez la 
chèvre a complètement inhibé la réplication du virus FCO atténué, confirmant 
l’immunogénicité des recombinants générés. Cette immunogénicité est suffisante pour 
contrôler la réplication d’un virus atténué mais pas celle d’un virus non atténué, ce qui 
explique l’incidence clinique résiduelle observée chez les moutons ayant reçu nos 
capripoxvirus recombinants. Compte tenu de ces résultats, nous avons abandonné 
provisoirement la possibilité de protéger des animaux contre un sérotype FCO 
hétérologue. Nous nous sommes plutôt interrogés sur les possibilités d’amélioration de 
la réponse immunitaire induite par nos capripoxvirus recombinant. Une piste a été 
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Chapitre 5 - Amélioration du système vaccinal et validation in vitro 
 
 
 Des études récentes ont montré la capacité de vecteurs canarypoxvirus, co-
exprimant les deux protéines de la capside externe du virus de la FCO, VP2 et VP5, à 
générer une protection totale chez des moutons après une épreuve virulente de type 
homologue (Boone et al., 2007) alors que les deux protéines non associées induisent au 
mieux une protection partielle (Roy et al., 1990b ; Lobato et al., 1997). Il semble que 
l’expression d’une pseudo-capside virale composée de VP2-VP5 améliore 
l’immunogénicité in vivo. Pour tirer bénéfice de cette approche tout en gardant l’objectif 
initial d’induire une protection contre plusieurs sérotypes, nous avons décidé de 
développer une nouvelle approche vaccinale basée sur la production d’un poxvirus 
recombinant co-exprimant les deux protéines conservées de la capside interne du virus de 
la FCO, les protéines VP3 et VP7. L’intérêt de cette approche est la reconstitution d’une 
pseudo particule virale, non spécifique du sérotype, supposée plus immunogène que les 
protéines individuelles. Son immunogénicité pourra être évaluée dans une stratégie 
vaccinale de type hétérologue.  
 
1 - Matériel et Méthodes 
 
1-1 - Construction du nouveau plasmide de transfert 
 
 Pour la construction du vecteur de transfert co-exprimant les deux gènes VP3 et 
VP7, le même principe utilisé pour le développement des simples recombinants a été 
suivi.  
 Au sein d’une particule virale, il y a environ 7 fois plus de molécules VP7 que de 
VP3, à savoir 780 molécules de VP7 par virion pour 120 molécules de VP3 (Huisman & 
Vandisjk, 1990). Afin de respecter ce ratio, il est nécessaire de placer le gène codant pour 
la protéine VP7, sous un promoteur plus fort que le promoteur synthétique qui est placé 
en amont du gène VP3. Le choix s’est porté sur un analogue chez le capripoxvirus du 
promoteur pIL1 du virus de la vaccine (Liu et al., 2004). Ce promoteur a une capacité 
d’expression 6 à 10 fois plus élevée que les autres promoteurs utilisés classiquement (pS, 
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p7.5, ATI…). En outre, c’est un promoteur d’expression intermédiaire à tardive (C. Le 
Goff, communication personnelle).  
 Dans un premier temps, l’ADNc correspondant à l’intégralité du gène VP3 a été 
cloné dans un plasmide pSCB (Stratagène, USA) puis sous-cloné dans le plasmide de 
transfert pKSCATpSGPT au niveau du site de restriction EcoRI. D’autre part, des 
amorces nommées, Not1-pIL1-VP7-F et VP7-Spe1-R, (annexe 1) ont été spécifiquement 
synthétisées afin d’amplifier la totalité du gène VP7 avec le promoteur pIL1 et les sites 







Figure 45 - Représentation schématique du principe d’amplification du gène VP7 par PCR avec le 
promoteur pIL1 et les sites de restriction SpeI/NotI, en queue flottante. 
 
 Finalement, le gène VP7 et son promoteur sont sous-clonés au sein du plasmide 
de transfert pKSCATpSGPT-VP3 (figure 46) préalablement digéré au niveau du site de 
clonage multiple (NotI / SpeI). Le gène Ecogpt est utilisé comme marqueur de sélection 
et la TK comme site d’insertion. Le plasmide est amplifié dans des bactéries Stbl3 
chimio-compétentes (Stratagène, USA) puis purifié avec le kit Endofree plasmid maxi 




























xxx - NotI - pIL1 - ATG TAG - SpeI - xxx
Amorce: NotI-pIL1-VP7-F Amorce: VP7-SpeI-R
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1-2 - Validation fonctionnelle de la construction par expression transitoire 
 
 La construction est testée afin d’évaluer le niveau d’expression des deux gènes 
d’intérêt introduits. La validation in vitro de l’expression de chacun des gènes s’est faite 
de deux façons, soit par immunofluorescence pour le gène VP7 soit par la mise en 
évidence de la production d’ARNm pour les deux gènes VP3 et VP7. Pour ce faire, nous 
avons suivi le même protocole que celui utilisé pour les constructions précédentes (cf 
chapitre 1, paragraphe 1-3-1). Brièvement, des cellules OA3Ts sont infectées avec la 
souche atténuée KS-1 (MOI=1) puis transfectées avec le plasmide de transfert 
pKSCATPSGPT-VP3-pil1-VP7. Après 72h d’infection à 37°C et 5% CO2, les cellules 
sont visualisées au microscope à fluorescence afin d’évaluer l’efficacité de la transfection 
grâce au contrôle pEGFP. Une partie des cellules est fixée pour la réalisation de 
l’immunofluorescence et l’autre partie est récoltée pour permettre une extraction 
d’ARNm. 
 
 Afin de valider l’expression du gène VP7, l’immunofluorescence a été réalisée 
selon le même protocole que lors des précédentes expérimentations. L’observation de la 
fluorescence est effectuée par microscopie (Nikon, eclipse TE300). En l’absence 
d’anticorps VP3, l’expression de la protéine n’a pas pu être vérifiée par 
immunofluorescence. 
 
 Les ARNm sont extraits à partir des cellules selon le même protocole utilisé pour 
les capripoxvirus simples recombinants. Une première amplification par PCR est réalisée 
sur les ADNc à l’aide d’amorces spécifiques du gène de la β-actine (β-act1 / β-act2, 
Annexe 1) afin de vérifier l’intégrité et la qualité des ARNm extraits. Une deuxième PCR 
avec des amorces spécifiques des gènes (VP7 F1/R1, VP3 F1/R1, Annexe 1) est réalisée, 
sur les ADNc et sur les ARNm initiaux afin de vérifier qu’il n’y ait pas de contamination 
résiduelle par de l’ADN plasmidique. Les réactions de PCR se font dans un volume total 
de 50 µl réparti de la manière suivante : tampon 10x, 250 µM de chaque dNTP (Eurobio, 
France), 200 ng de chaque amorce, 2.5 U de Taq polymérase, 5 µl d’ADNc ou 1 µl 








Gènes Amorces Conditions d'amplification tailles des amplicons (pb)
β-Actine β-Act-1 / β-Act-2 95°C / 3 min, 40 x [95°C / 30 sec, 55°C / 30 sec, 72°C / 30 sec], 72°C / 7min 263 pb
VP3 BTV-2 VP3-F1 / VP3-R1 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 50°C /1 min, 72°C / 1'30 min], 72°C / 7min 1401 pb
VP7 BTV-2 VP7-F1 / VP7-R1 95°C / 3 min, 30 x [95°C / 1 min, 55°C / 1 min, 72°C / 1 min], 72°C / 7min 1050 pb  
 
Tableau 12 - Liste des amorces et conditions d’amplification utilisées lors de l’expression in vitro du 
capripoxvirus double recombinant FCO. 
 
1-3 - Observations en microscopie électronique en transmission 
 
 Les produits d’expression in vitro sont également visualisés en microscopie 
électronique en transmission (MET) afin d’observer l’éventuelle reconstitution d’une 
pseudo-particule virale. Cette manipulation a été effectuée au CIRAD, UMR BGPI par 
Daniel Gargani.  
 Les cellules centrifugées sont fixées 2 heures à 4°C dans un mélange de 
glutaraldéhyde 0,2%, paraformaldéhyde 2% dans un tampon de cacodylate de sodium 
(0,1 M – pH 7,2). Après deux rinçages dans la solution tampon, les cellules sont 
déshydratées suivant un gradient d’éthanol de 50 %, 70% puis 90%. L’étape suivante est 
l’imprégnation puis l’inclusion des cellules dans une résine LR Gold, une nuit à -20°C 
sous UV (360 nm). Une fois la polymérisation effectuée, des coupes de 60 à 80 nm 
d’épaisseur sont effectuées à partir des blocs de résine, puis déposées sur des grilles de 
nickel d’une maille de 150 (150-mesh).  
 Afin de visualiser l’expression de la protéine VP7, un immuno-marquage a été 
effectué sur les coupes. Ces dernières sont incubées dans du tampon de blocage (Tris-
HCl 0,1 M ; NaCl 0,85% ; Tween 20 0,1%, BSA 1% ; pH 7,4) pendant 30 minutes. Les 
anticorps primaires anti-VP7, dilués au 1/100ème dans du tampon de rinçage (Tris-HCl 0,1 
M ; NaCl 0,85% ; Tween 20 0,1%, BSA 0,01% ; pH 7,4), sont mis en contact pendant 1 
heure. Après un rinçage dans le même tampon, les anticorps secondaires EM GAR IgG 
10nm (BBI, USA) sont incubés pendant 1 heure puis éliminer avec un dernier rinçage. 
 Les coupes sont contrastées avec une solution aqueuse d’acétate d’uranyle et 
citrate de plomb puis observées au microscope électronique en transmission (JEOL 
100CX) à 80 KV. 
 
 
Double recombinant VP3-VP7 
119 
2 - Résultats 
 
2-1 - Vérification de la construction plasmidique 
 
 Après amplification avec le lot d’amorces (VP3-F1 / VP3-R2), le gène VP3 est 
inséré dans le plasmide pKSCATpSGPT dans le site de restriction EcoRI. La figure 47 
présente le criblage des colonies bactériennes par PCR à l’aide d’amorces internes au 
gène (VP3-F1 / VP3-R1). Pour chacun des clones choisis (1 à 13) nous obtenons une 







Figure 47 - Criblage de colonies bactériennes par PCR au cours de la transformation du pKSCATpSGPT-
VP3. MM : Marqueur de poids moléculaire, 1 à 13 : colonies bactériennes, - : témoin négatif, + : témoin 
positif. 
 
 L’insertion du gène VP3 s’est fait dans un site unique (EcoRI), il est donc 
nécessaire d’en vérifier l’orientation. Pour ce faire, une digestion enzymatique avec les 
enzymes ClaI et SmaI sur 8 clones (colonies 1 à 8) amplifiés par mini-préparation a été 
réalisée. Des fragments de restrictions de deux tailles différentes peuvent être attendus, 
en fonction du sens d’orientation du gène VP3 inséré. En effet, si le fragment a été inséré 
dans le sens attendu (figure 48a) nous devrions obtenir un fragment de restriction 









































Figure 48 – a. et b. : schéma théoriques du profil de digestion c. Double digestion enzymatique ClaI/SmaI 
de différentes mini-préparations du pKSCATpSGPT-VP3. MM : Marqueur de poids moléculaire, 1 à 8 : 
mini-préparations. 
 
 Quatre des huit clones choisis présentent le profil correct (clone 1, 3, 4 et 8). Le 
clone 1 a été choisi pour la suite de la construction du capripoxvirus double recombinant.  
 La deuxième étape repose sur l’amplification puis l’insertion du gène de la VP7 
avec son promoteur pIL1 au sein du plasmide pKSCATpSGPT-VP3 au niveau des sites 
de restriction SpeI, NotI. La figure 49 présente le criblage des colonies obtenues après 
ligation et transformation du plasmide pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7 en bactéries. 
Pour chacun des 8 clones sélectionnés, nous obtenons une bande spécifique à 1401 pb et 
une bande spécifique à 1050 pb correspondant respectivement à une partie du gène VP3 













Figure 49 - Criblage de colonies bactériennes par PCR au cours de la transformation du PKSCATpSGPT-
VP3-pIL1-VP7 par amplification du gène VP3 (a.) et du gène VP7 (b.). MM : Marqueur de poids 
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 Afin de valider l’insertion du gène VP7 dans le plasmide, nous réalisons une 
digestion enzymatique avec SpeI / NotI sur les 8 clones. Tous les échantillons testés 
présentent une bande spécifique à 1077 pb, correspondant à la taille du gène VP7 et du 







Figure 50 - Digestions enzymatiques par SpeI/NotI des plasmides pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7. MM : 
Marqueur de poids moléculaire, 1 à 8 : mini-préparations. 
 
 Le clone 1 est choisi pour l’amplification en maxi-préparation et le séquençage de 
vérification. 
 
2-2 - Validation de l’expression in vitro du capripoxvirus double recombinant 
 
La validation par expression transitoire permet de vérifier la fonctionnalité in vitro 
de chacun des gènes de la construction plasmidique. L’expression du gène d’intérêt VP7 
peut se mesurer dans un premier temps par la technique d’immunofluorescence (figure 
51). L’illustration présente le témoin négatif (a) correspondant à des cellules OA3Ts non 
infectées. L’illustration (b) présente le niveau d’expression du plasmide de transfert 
exprimant le gène de la VP7, pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7. Nous constatons que 




Figure 51 - Détection par immunofluorescence de l’expression des protéines VP7 par des cellules OA3Ts 
transfectées avec le capripoxvirus double recombinant. a. Cellules témoins, b. Cellules transfectées avec le 
double recombinant pKSCATpSGPT-VP3-pil1-VP7. 
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La validation de l’expression du gène VP3 s’est effectuée par la technique de RT-
PCR à partir de l’ARNm. 
La figure 52 présente un gel d’agarose (1% TBE + BET) avec les produits 
d’amplification obtenus d’une PCR basée sur les gènes d’intérêts VP3 et VP7. Les 
premiers puits, identifiés ADNc, correspondent aux produits d’expression du double 
recombinant pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7, les deuxièmes puits ARNm, 
correspondent aux ARNm initiaux. Une amplification spécifique a été obtenue dans les 
ADNc pour chacun de ces deux gènes à une taille de 1050 pb et 1401 pb, correspondants 
respectivement au gène VP7 et au gène VP3. Aucune amplification n’est obtenue dans 
les ARNm initiaux. Ce résultat permet de valider l’expression in vitro du double 





















Figure 52 - Expression de l’ARNm lors de l’expression in vitro du double recombinant. a. Amplification 
du gène VP7, b. Amplification du gène VP3. MM : Marqueur de poids moléculaire, ADNc : ADN 
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2-3 - Microscopie électronique en transmission 
 
 Après observation au microscope électronique en transmission des tranfections 
réalisées, aucune pseudo-particule virale n’a été visualisée. Seuls des virions de 
capripoxvirus sont observés en très grande quantité à l’intérieur des cellules. La figure 
53a, présente le cytoplasme d’une cellule OA3Ts envahit par de nombreuses particules 
virales. L’ultrastructure du virion du capripoxvirus est présenté en figure 53b ; Les trois 
constituants essentiels du virion s'observent clairement: l'enveloppe (E), les corps 













Figure 53 - Observation au MET de virions de capripoxvirus, souche KS-1 (Photos D. Gargani). a. 
Nombreuses particules virales de poxvirus au sein d’une même cellule, b. Ultrastructure d’un virion du 
capripoxvirus. E : Enveloppe externe, N : Nucléoïde, CL : Corps latéraux. 
 
 
 Une seconde expérimentation, réalisée selon la même technique mais avec une 
co-transfection des cellules avec le plasmide double recombinant pKSCATpSGPT-VP3-
pIL1-VP7 (8 µg) et le plasmide simple recombinant pKSCATpSGPT-VP3 (40 µg) a 
permis de mettre en évidence une importante expression de la protéine VP7. Sur la figure 
54a, cette expression protéique est visible sous forme de masses denses grises. Le 
marquage spécifique (figure 54b, points noirs) est retrouvé dans tout le cytoplasme des 

















Figure 54 - Observation au MET de l’expression de la protéine VP7 du virus FCO, après transfection de 
cellules OA3Ts avec le double recombinant pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7 (Photos D. Gargani). a. 
Expression de la protéine VP7, b. Immuno-marquage de la protéine VP7 (points noirs). 
 
 Sur une coupe de cellules transfectées avec le double recombinant, il a été observé 
une structure particulière d’une taille d’environ 60 nm, composée d’un ensemble de 
structures similaires à des microtubules (fléchée sur la figure 55) et à des assemblages 
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3 - Conclusion 
 
 Après observation en immunofluorescence et immunogold en microscopie 
électronique en transmission, il apparaît que la protéine VP7 est surexprimée dans les 
cellules OA3Ts transfectées avec le double recombinant pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-
VP7. N’ayant pas les anticorps nécessaires pour le marquage de la protéine VP3, nous 
n’avons pu évaluer son niveau d’expression. Toutefois, au regard des résultats de RT-
PCR sur les ARNm, il est probable que cette expression soit inférieure à celle de la VP7. 
Le différentiel recherché entre l’expression de la VP7 et celle de la VP3 est de 6 pour 1 
(780 molécules de VP7 pour 120 molécules VP3 dans un virion). Nous ne pouvons pas 
déterminer à ce stade le ratio que nous obtenons avec nos constructions. Nous estimons 
toutefois que ce ratio n’est pas optimisé car le nombre de pseudo-particules virales VP3-
VP7 observé en MET est très inférieur au potentiel attendu au regard de la quantité de 

















Discussion et Perspectives 
 
Discussion et perspectives 
127 
DISCUSSION ET PERPECTIVES 
 
 Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés au développement 
de vaccins dits de « nouvelle génération » contre la fièvre catarrhale ovine, basés sur un 
vecteur capripoxvirus exprimant différents gènes du virus de la FCO.  
 La fièvre catarrhale ovine est une maladie virale, infectieuse, non contagieuse, 
pouvant engendrer de fortes pertes économiques dans les cheptels touchés, et 
principalement dans la filière ovine. Elle est due à un virus de la famille des Reoviridae 
appartenant au genre Orbivirus : le virus de la FCO ou Bluetongue Virus (BTV), dont 
24 sérotypes sont connus à l’heure actuelle. La maladie sévit de manière endémique 
dans les régions d’Afrique subsaharienne (Lefèvre, 2003) et depuis peu dans de 
nombreuses régions du pourtour méditerranéen. Dans les régions d’endémies, les races 
locales résistantes à l’infection par la FCO ne présentent généralement pas de signes 
cliniques. En revanche, les tentatives d’amélioration de ces races locales sont largement 
freinées par la persistance de la maladie. Peu de vaccins sont disponibles pour lutter 
contre cette maladie. Ces vaccins sont de type atténués ou inactivés et sont donc 
spécifiques d’un sérotype donné. Ils sont utilisés sous forme monovalente ou 
multivalente selon le contexte épidémiologique de la zone à vacciner. L’utilisation de 
vaccins multivalents peut être problématique puisque l’induction de la réponse 
immunitaire peut varier en fonction du sérotype présent dans la préparation vaccinale 
(Verwoerd & Erasmus, 1994). A ce jour, leur utilisation ne permet pas de différencier 
un animal vacciné d’un animal infecté (stratégie DIVA). L’usage d’un vaccin marqué 
permettrait d’effectuer des enquêtes de surveillance épidémiologique pour suivre 
l’évolution de l’infection dans une zone donnée, voire viser à l’éradication de la maladie 
lorsque la circulation virale est très limitée. La nécessité de développer un vaccin 
multivalent marqué conférant une immunité protectrice de longue durée trouve toute 
son importance dans les pays nord africains et du pourtour méditerranéen où de 
nombreux animaux sont déjà séropositifs pour certains sérotypes de la FCO, sans 
présenter de signes cliniques.  
 En Afrique subsaharienne sévissent, en plus de la FCO, des maladies virales 
contagieuses inoculables provoquées entre autres par des virus appartenant au genre 
Capripoxvirus et affectant respectivement les ovins, les caprins, et les bovins: le virus 
de la clavelée du mouton, le virus de la variole caprine et le virus de la dermatose 
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nodulaire contagieuse. Les Capripoxvirus ont des propriétés immunologiques 
communes qui induisent une protection croisée entre les différents membres du genre 
(Kitching et al., 1986). L’utilisation de souches atténuées protège ainsi contre les trois 
infections à Capripoxvirus (Kitching et al., 1987 ; Kitching, 2003). Dans le cas de la 
dermatose nodulaire contagieuse, deux souches sont couramment utilisées dans des 
campagnes de vaccination, la souche Neethling (origine Afrique du Sud) et la souche 
KS-1 (origine Afrique de l’Ouest) (Carn, 1993). Cette dernière est thermorésistante et 
son pouvoir de diffusion est très limité. Dans les zones où coexistent les différentes 
pathologies (figure 1), FCO et capripoxviroses, les coûts élevés engendrés par les 
campagnes de vaccination systématiques des petits ruminants ainsi que l’accès difficile 
aux cheptels sont un frein important pour une prophylaxie efficace. L’intérêt de 
combiner des vaccins protégeant les animaux contre plusieurs pathologies apparaît alors 









Figure 56 - Répartition géographique de la FCO et des infections à capripoxvirus (varioles ovine et 
caprine, Dermatose nodulaire contagieuse). D’après Fehri & Lefèvre, 2003 ; Lefèvre 2003 ; Lefèvre & 
Gourreau, 2003. 
 
 Les vecteurs poxvirus sont connus depuis longtemps comme étant d’excellents 
vecteurs viraux et notamment le capripoxvirus qui est très intéressant pour immuniser 
les animaux puisqu’il répond aux trois exigences posées par notre problématique : 
- L’induction d’une immunité protectrice de longue durée (Ngichabe et al., 
2002) : En effet des études précédentes ont montré le potentiel de ce type 
d’approche en terme d’immunité protectrice (Wade-Evans et al., 1996 ; 
Berhé et al., 2003). Il a également été montré que le vecteur capripoxvirus 
induisait préférentiellement une réponse à médiation cellulaire. L’objectif de 
notre stratégie vaccinale est de générer des lymphocytes mémoires contres 
Zones communes à la FCO et aux 
trois infections à capripoxviruses 
(varioles caprine et ovine, dermatose 
nodulaire)
Zones communes à la FCO et aux 
varioles caprine et ovine
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les antigènes de la FCO ce qui permettrait de générer une réponse 
immunitaire plus rapide et efficace en cas d’infection par le virus de la FCO. 
- La protection contre une majorité de sérotypes : en théorie, si on inclut un 
antigène conservé entre les sérotypes, on peut espérer engendrer un vaccin 
permettant de protéger contre plusieurs sérotypes. 
- La différenciation entre les animaux vaccinés et les animaux infectés 
(stratégie DIVA) : les capripoxvirus recombinants FCO sont d’excellents 
candidats pour ce type d’approche. En effet, les vecteurs viraux exprimant 
seulement certains gènes du virus de la FCO permettraient de distinguer les 
animaux vaccinés, des animaux infectés naturellement, grâce un test de 
détection immunoenzymatique (ELISA) basé sur un gène non exprimé par le 
vecteur poxviral. 
 Le développement d’un vaccin contre la FCO à base d’un vecteur poxvirus 
portant la valence FCO et la valence capripoxvirus est particulièrement intéressant pour 
les pays où la FCO et les capripoxviroses coexistent. La thermorésistance du vecteur 
capripoxvirus est également un atout par rapport à d’autres vaccins mono- ou 
multivalents pour une vaccination dans les pays du Sud où la chaîne du froid est 
difficile à maintenir. La possibilité de produire différents capripoxvirus avec différentes 
valences ajoutées, comme la peste des petits ruminants (Berhé et al., 2003), la fièvre de 
la vallée du Rift (Wallace et al., 2006) ou encore la FCO qui a fait objet de cette étude, 
permettrait alors de disposer à terme d’une « boite à outils» avec des vaccins adaptables 
à chaque situation épidémiologique.  
 
Choix des gènes d’intérêts  
 
 Le choix des gènes de la FCO à insérer dans le génome du capripoxvirus s’est 
porté sur les gènes les mieux conservés entre les sérotypes afin de protéger contre un 
grand nombre de sérotypes de la FCO. Nous avons donc choisi de travailler avec les 
protéines non structurales, NS1, NS2 et NS3 ainsi qu’avec la protéine structurale VP7. 
Différents travaux ont montré le pouvoir immunogène de ces protéines. Ainsi Wade-
Evans et al., 1996, ont montré la capacité d’un capripoxvirus exprimant la protéine de 
structure VP7 du virus de la FCO, à générer une réponse immunitaire protectrice via un 
mécanisme à médiation cellulaire après une épreuve homologue. De plus, les protéines 
non structurales NS1 et NS2 semblent induire également une immunité de type 
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cellulaire (Jeggo & Wardley, 1982a ; 1982b ; 1982c ; Jeggo et al, 1983 ; 1984b ; 1985 ; 
Jeggo & Wardley, 1985 ; Andrew et al., 1995 ; Jones et al., 1997). Ces dernières 
s’accumulent en grande quantité pendant la réplication virale et génèrent respectivement 
des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) chez le mouton et chez la souris. Cette réponse 
cellulaire, notamment basée sur les LTc peut théoriquement conférer une immunité 
protectrice de longue durée. Notre stratégie vaccinale a pour objectif de générer des LTc 
mémoires contre des antigènes conservés du virus de la FCO afin de protéger les 
animaux contre un maximum de sérotypes. La protéine VP2 est très variable entre les 
sérotypes mais elle est la cible des anticorps neutralisants. Nous l’avons donc incluse 
dans notre démarche dans l’idée d’avoir les meilleures chances d’aboutir à un résultat 
préliminaire probant.  
 
 Pour réaliser ce travail de thèse, nous avons élaboré des plasmides de transfert, 
spécifiques de chacun des gènes d’intérêt concernés, VP2, VP7, NS1, NS3 afin de 
permettre l’étape de recombinaison homologue entre ces plasmides et le génome du 
capripoxvirus lui-même. Une fois l’intégration de la cassette permettant l’expression 
des différents gènes effectuée, l’efficacité en terme de protection des capripoxvirus 
recombinants FCO a été testée au cours d’expérimentations in vivo chez des chèvres et 
des moutons.  
 
Constructions plasmidiques : choix de la méthode de sélection 
 
 La première étape de ce travail de thèse a été de générer les différentes 
constructions plasmidiques permettant l’étape de recombinaison homologue avec le 
génome du capripoxvirus. Seulement quatre constructions ont pu aboutir : Cpox-NS1, 
Cpox-NS3, CPox-VP2 et CPox-VP7. Initialement, nous avions choisi de travailler avec 
tous les gènes codant pour les protéines non structurales, NS1, NS2 et NS3 comportant 
des séquences plus conservées entre les différents sérotypes et les protéines structurales, 
VP2 et VP7. Malheureusement, le virus recombinant NS2 n’a jamais abouti. La 
construction du pKSCATpSGPT-NS2 a pu être réalisée mais l’expression in vitro de la 
protéine NS2 dans les cellules OA3Ts au cours des étapes d’expression transitoire et de 
transfection n’a pas pu être démontrée. 
 Après vérification de la fonctionnalité des gènes exprimés par les différents 
plasmides de transfert sur des lignées cellulaires sensibles, la production des virus 
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recombinants a pu être entreprise. Nous avons obtenu après purification complète quatre 
virus recombinants spécifiques de chacun des gènes d’intérêt. Cependant, un certain 
nombre de difficultés quant à la purification des capripoxvirus recombinant FCO 
générés, ont été rencontrées. La sélection basée sur le gène Ecogpt est partiellement 
efficace et ne permet pas une élimination totale et rapide du virus parental non 
recombinant. En effet, la multiplication des capripoxvirus recombinants FCO nécessite 
un temps de culture assez long (d’au minimum 9 jours au cours des premières étapes de 
sélection) pour engendrer un ECP. Durant ce laps de temps, les virus parentaux 
échappent à la pression de sélection et sont donc multipliés et amplifiés sur le même 
support cellulaire avant les virus recombinants. Deux approches ont été envisagées pour 
palier à ce problème : 
- Augmenter ou diminuer la pression de sélection en faisant varier les concentrations 
en acide mycophénolique, hypoxantine et xanthine, solutions qui composent le 
milieu sélectif, de façon à limiter la multiplication du virus parental KS-1. 
- Choisir un autre système de sélection ou compléter le système existant Ecogpt avec 
un second marqueur de sélection.  
 Concernant la première approche, des variations des concentrations d’acide 
mycophénolique, de xanthine et d’hypoxanthine ont été testées. Nous avons réalisé une 
cinétique d’infection de la souche KS-1 sur des cellules OA3Ts, dans trois milieux de 
sélection de concentrations différentes. Le premier milieu correspondait au milieu 
utilisé en routine (milieu sélectif 1X, MS1X) ; le deuxième milieu correspondait au 
précédent mais deux fois plus concentré (milieu sélectif 2X, MS2X) et le dernier était 
celui utilisé par Falkner et al., 1988 lors des processus de sélection des virus 
recombinants générés avec le virus de la vaccine. Le tableau 13 résume les 
concentrations en acide mycophénolique, hypoxanthine et xanthine de ces trois milieux. 
 
Milieu sélectif 1X Milieu sélectif 2X Milieu Falkner et al .
Acide mycophénolique (µg/ml) 100 200 25
Xanthine (µg/ml) 300 600 250
Hypoxanthine (µg/ml) 27,2 54,4 15
 
Tableau 13 - Concentrations des différents milieux sélectifs testés lors des processus de sélection des 
virus recombinant. MS1X : Milieu Sélectif concentré 1 fois, MS2X : Milieu Sélectif concentré 2 fois, MS 
Falkner et al. : Milieu Sélectif utilisé par Falkner et al., 1988 lors des processus de sélection du virus 
recombinant vaccine. 
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 En augmentant la pression de sélection (MS2X), nous augmentons la mortalité 
cellulaire de manière importante. En diminuant la pression de sélection (milieu selon 
Falkner et al., 1988), le virus KS-1 se multiplie presque aussi rapidement qu’en milieu 
non sélectif, ce qui ne laisse pas le temps au capripoxvirus recombinant de se multiplier. 
Il nous a donc fallu jouer sur un ratio mortalité cellulaire/croissance du virus parental et 
les concentrations que nous avons adoptées (MS1X) étaient finalement les plus 
adaptées. 
 Dans un second temps, nous avons utilisé un autre système de sélection positif 
basé sur le gène de la green fluorescent protein (GFP) d’Aequorea victoria, une méduse 
bioluminescente. Ce système permet une visualisation rapide, au microscope à 
fluorescence, des cellules ayant intégré le gène GFP. La figure 57c présente 
l’observation au microscope à fluorescence d’une transfection faite sur des cellules 
OA3Ts avec le plasmide de transfert pKSCATpSGFP portant le gène VP2 de la FCO. 
Un grand nombre de cellules présente une fluorescence, ce qui confirme l’efficacité de 
ce système de sélection. En revanche, aucune pression de sélection sur le virus parental 
n’est effectuée ce qui ne permet donc pas une élimination de la souche non 
recombinante. En outre, l’ECP observé sur les cellules OA3Ts transfectées avec le 
plasmide pKSCATpSGFP-VP2 (57d.) est trop rapide pour permettre une sélection des 













Figure 57 - Transfection de cellules OA3Ts avec le plasmide pKSCATpSGFP-VP2 (grossissement x4). 
a. Contrôle cellules OA3Ts, b. Contrôle cellules OA3TS infectées avec la souche atténuée KS-1, c. 
Cellules OA3Ts transfectées avec le plasmide pKSCATpSGFP-VP2 observée au microscope à 
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 La meilleure stratégie à adopter serait donc de coupler un marqueur de sélection 
positif (gène GFP) avec un marqueur de sélection négatif basé sur un antibiotique par 
exemple (gène Ecogpt). Ceci permettrait d’accélérer la récolte des virus recombinants et 
donc d’éviter de prolonger le temps d’incubation des cellules infectées. Dès qu’un ECP 
se développe, les cellules sont observées au microscope à fluorescence afin de vérifier si 
les cellules infectées présentent une fluorescence. Nous avons choisi de ne pas adopter 
cette stratégie de sélection pour deux raisons. A terme, les gènes de sélection doivent 
être éliminés des virus recombinants : intégrer deux gènes de sélection dans une 
construction plasmidique signifie donc une étape supplémentaire pour les éliminer. De 
plus, nous avions choisi une stratégie vaccinale « multi-recombinante » avec 
l’intégration possible, dans nos constructions Cpox-FCO, d’un autre gène d’intérêt (par 
exemple, le gène de l’hémagglutinine du virus de la Peste des petits ruminants). Il était 
donc nécessaire de se limiter à l’utilisation d’un seul marqueur de sélection par 
construction. Lors de la construction des virus recombinants, le manque d’outils de 
détection (antisérum spécifique de chacune des protéines exprimées) a également fait 
défaut. En effet, lors des expressions in vitro, l’étape d’extraction de l’ARNm a été 
nécessaire pour valider l’expression de la majorité des constructions. La production 
d’immuns-sérums spécifiques n’a pas été possible pour les protéines qui n’avaient pas 
été produites sous la forme de protéines recombinantes. Seul l’immun-sérum VP7 a pu 
être produit dans notre cas. Ainsi, pour le recombinant pKSCATpSGPT-VP7, la 
technique simple d’immunofluorescence nous a permis de valider rapidement 
l’expression de la protéine VP7.  
 
Validation et amélioration du système vaccinal capripoxvirus 
 
 La deuxième étape de ce travail de thèse était de tester la capacité des vaccins 
capripoxviraux recombinants FCO à générer une réponse immunitaire spécifique et à 
protéger des animaux éprouvés avec une souche virulente.  
 Nous avons ainsi généré quatre capripoxvirus recombinants FCO que nous 
avons testé en terme de réponses immunitaires et de protection par le biais 
d’expérimentations animales. La première expérimentation, réalisée chez des chèvres, a 
permis d’évaluer l’immunogénicité des recombinants générés. La seconde, chez les 
moutons, a permis d’évaluer le niveau de protection conféré par les capripoxvirus 
recombinants FCO suite à une épreuve homologue.  
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 Chez les chèvres et chez les moutons, une séroconversion contre les gènes NS3, 
VP2 et VP7 a été observée avant épreuve. De plus, un effet rappel de la réponse 
humorale est observé chez les animaux déjà immunisés avec les virus recombinants 
Cpox-FCO et éprouvés avec une souche de sérotype 2 du virus de la FCO. Les animaux 
développent également une réponse humorale contre le vecteur capripoxvirus. Ces 
résultats montrent la capacité des capripoxvirus à induire une réponse immunitaire chez 
les moutons et les chèvres. La réponse anti-NS1 n’a pas pu être analysée en raison de 
problèmes techniques liés à la technique ELISA employée. 
 Une lymphoblastogenèse et une lymphoprolifération spécifiques sont observées 
après restimulation des cellules mononuclées du sang périphérique avec l’antigène FCO 
chez les chèvres. Ce résultat confirme l’immunogénicité de nos constructions 
recombinantes capripoxvirus. Étonnamment, le niveau de prolifération et d’activation 
spécifique de l’antigène KS-1 obtenu dans le groupe contrôle (immunisé avec un vaccin 
capripoxvirus sans rapport avec la FCO portant la valence HPPR) est significativement 
différent de celui observé pour le groupe Cpox-FCO. Ceci peut s’expliquer par la dose 
en capripoxvirus injectée dans chacun des groupes. En effet, les chèvres du groupe 
témoin ont reçu une dose à 2x106 DICT50 alors que les animaux du groupe Cpox-FCO 
ont reçu quatre doses à 2x106 DICT50 soit 8x106 DICT50. L’analyse de la réponse 
cellulaire n’a pas pu être réalisée chez les moutons en raison de problèmes techniques 
rencontrés lors de l’extraction des cellules mononuclées du sang périphérique. Le 
transport des échantillons a pu être à l’origine des difficultés rencontrées.  
 L’effet protecteur des vaccins capripoxviraux recombinants FCO a également 
été évalué chez les moutons après épreuve virulente. Seule une protection partielle a été 
obtenue. En effet, certains animaux du groupe Cpox-FCO ont développé des signes 
cliniques et un animal sur 11 est mort. Cependant, l’analyse statistique des scores 
cliniques obtenus montre une différence significative entre le groupe témoin et le 
groupe Cpox-FCO composé respectivement de 10 et 11 animaux. Ce résultat ne 
correspond pas à celui obtenu par Wade-Evans et al. 1996 qui ont montré l’induction 
d’une protection totale et partielle après une épreuve virulente homologue et 
hétérologue, respectivement, avec un capripoxvirus (la même souche) exprimant la 
protéine VP7. Aucune information donnée dans l’article de Wade-Evans ne permet de 
déterminer les raisons de cette différence de résultats.  
 La faible protection que nous obtenons peut toutefois être due à diverses raisons 
dont le niveau insuffisant d’expression protéique, une réponse immunitaire inadéquate 
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ou insuffisamment stimulée. Nous pouvons également nous poser la question du choix 
des antigènes FCO et du vecteur utilisé. Des études précédentes ont montré que la 
souche KS-1 exprimant différents transgènes induisait une protection totale des 
animaux immunisés après une épreuve homologue dirigée à la fois contre le vecteur et 
contre le transgène (Romero, 1993 ; Berhé et al., 2003). En revanche, nous avons 
montré in vitro que le vecteur capripoxvirus engendre un effet immunosuppresseur sur 
la prolifération des cellules du sang périphérique. Ceci n’a pas été recherché lors des 
essais du vaccin capripoxvirus recombinant H-PPR développé au CIRAD (Berhé et al., 
2003). Toutefois, le type d’antigène exprimé par le capripoxvirus peut être plus ou 
moins affecté par l’effet immunosuppresseur induit par le vecteur. Un travail sur le 
vecteur capripoxvirus dans le cadre d’une vaccination contre la FCO apparaît donc 
nécessaire. Quant au choix des antigènes, nous avons testé tous les gènes à priori les 
plus immunogènes dans le cadre d’une réponse cellulaire. Seule la protéine non 
structurale NS2 n’a pas pu être testée. Dès lors, deux possibilités peuvent être 
envisagées. En premier lieu, il se pourrait, que la réponse immunitaire engendrée soit 
inadaptée. En effet, peu d’anticorps neutralisants ont été générés chez les animaux 
immunisés avec les capripoxvirus recombinants FCO et il est possible que ce soit eux 
les acteurs principaux de la protection. En second lieu, les antigènes exprimés en 
système capripoxvirus ne sont peut être pas présentés correctement au système 
immunitaire de l’animal pour générer une réponse suffisante.  
 Afin d’améliorer notre système vaccinal, nous pouvons d’une part, travailler sur 
les constructions plasmidiques en modifiant notamment les promoteurs pour augmenter 
le niveau d’expression et d’autre part, essayer de stimuler davantage ou différemment la 
réponse immunitaire en ajoutant par exemple des cytokines. 
 
 Amélioration des constructions plasmidiques 
 
 Il est possible d’augmenter le niveau d’expression des différentes protéines en 
modifiant les promoteurs. En effet, nous avons montré que le promoteur pIL1 avait une 
capacité d’expression 6 à 7 fois supérieure à celle des autres promoteurs utilisés 
classiquement (promoteur p7.5 ou promoteur synthétique pS). Des essais ont été menés 
avec le gène de la VP7, seule construction permettant d’évaluer par 
immunofluorescence le niveau d’expression protéique. Nous avons ainsi pu comparer le 
niveau d’expression de cette protéine se trouvant soit sous contrôle du promoteur 
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synthétique, pS (figure 58a), soit sous contrôle du promoteur pIL1 (figure 58b), après 
expression in vitro des plasmides pKSCATpSGPT-VP7 et pKSCATpSGPT-pIL1-VP7 
respectivement. Il apparaît une nette surexpression de la protéine VP7 dans le cas du 
deuxième promoteur. Il serait intéressant de valider la totalité de nos constructions 
plasmidiques sous ce promoteur fort et de comparer le niveau d’expression protéique, 










Figure 58 - Expression de la protéine VP7 par immunofluorescence sous contrôle du promoteur 
synthétique ou du promoteur IL-1. a. Plasmide de transfert pKSCATpSGPT-VP7, b. Plasmide de 
transfert pKSCATpSGPT-pIL1-VP7 (grossissement x4). 
 
 Amélioration de la réponse immunitaire 
 
  Utilisation d’adjuvants 
 
 La plupart des protéines sont peu ou non immunogènes lorsqu’elles sont 
administrées telles quelles. L’utilisation du vecteur capripoxvirus peut en théorie palier 
à ce problème car il a été montré capable de stimuler efficacement les réponses 
immunitaires de type cellulaire (Aspden et al., 2003 ; Wallace & Viljoen, 2005). Au vu 
des résultats obtenus, il serait intéressant d’envisager d’accroître la réponse immunitaire 
par l’insertion de gènes codants pour des cytokines du type facteur stimulant les 
populations de granulocytes et de macrophages, GM-CSF (Granulocytes-Macrophages 
Colony-Stimulating Factor) ou le facteur de croissance hématopoïétique, Flt3L, qui 
semblent capables d’inciter au recrutement des cellules dendritiques et à la réponse 
cellulaire en augmentant la réponse immunitaire de type CD4+ (Mwangi et al., 2002). Il 
serait donc possible d’inclure dans nos constructions plasmidiques, en plus des gènes 
d’intérêts FCO et du gène de sélection EcoGPT, un gène codant pour l’expression du 
 
a. b.
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GM-CSF, par exemple, ceci afin de stimuler davantage la réponse immunitaire au cours 
des expérimentations in vivo. 
 
  Effet de la dose d’antigènes 
 
 L’amplitude de la réponse immune dépend de la dose d’antigènes administrée. 
Au-dessous d’un certain seuil, les protéines peuvent ne pas induire de réponses 
immunitaires. Au-dessus, l’augmentation graduelle de la réponse est proportionnelle à 
l’augmentation de la dose d’antigènes, jusqu’à ce qu’un plateau soit atteint ; une 
diminution drastique de la réponse immune intervient lorsque les doses d’antigènes 
deviennent très fortes (Janeway et al. 2003). En effet, pour des doses très élevées, la 
réponse immune peut être inhibée. 
 La trop faible protection obtenue au cours de cette expérimentation in vivo peut 
également s’expliquer par une induction insuffisante avec une seule injection et/ou une 
dose insuffisante. Afin d’augmenter le niveau d’expression des protéines, il a été 
envisagé un nouvel essai in vivo en augmentant les doses injectées et en effectuant un 
rappel qui permettra peut-être d’obtenir une meilleure protection induite par nos 
vaccins. Ainsi, deux lots de 8 moutons de race PréAlpes ont été utilisés comme suit : un 
lot témoin vacciné par voie sous cutanée, avec une dose de 2x106 DICT50 du vaccin 
capripox-HPPR (groupe témoin) et un lot vacciné inoculé avec un mélange de 
capripoxvirus recombinants à 2x106 DICT50 chacun (groupe Cpox-FCO). Trois 
semaines après immunisation (J21), un rappel est effectué par voie sous cutanée avec 
une dose à 2x106 TCID50 de chacun des recombinants. Trois semaines après le rappel 
(J42), les animaux sont éprouvés avec une souche virulente du sérotype 2. La protection 
est mesurée, comme lors de notre premier essai in vivo sans rappel, en évaluant les 
signes cliniques et les paramètres virologiques. Les premiers résultats observés ne 
semblent pas en faveur d’une protection totale après une épreuve homologue. 
 
  Voie d’immunisation 
 
 La voie par laquelle l’antigène est introduit dans l’organisme affecte à la fois 
l’amplitude et le type de réponse. Habituellement et comme ce fut le cas au cours de nos 
expérimentations in vivo, l’antigène est injecté par voie sous-cutanée (SC). D’autres 
possibilités telles que la voie intradermique (ID) ou intramusculaire (IM) sont 
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envisageables. On peut également recourir à l’administration par voie mucosale, c'est-à-
dire ingestion par voie orale ou inhalation par voie intranasale.  
 De prime abord, nous avions choisi l’injection en sous cutanée car de nombreux 
travaux sur les vecteurs capripoxvirus ont montré l’efficacité de cette voie d’injection. 
Concernant la voie intradermique, celle-ci induit généralement des réponses plus fortes, 
probablement parce que l’antigène est capté par les cellules de Langerhans et est 
présenté de manière efficace dans les ganglions lymphatiques locaux. Pour les différents 
essais in vivo que nous avons effectué, il était impossible d’utiliser la voie 
intradermique pour des raisons techniques. En effet, l’inoculation de quatre virus 
recombinants à la fois imposait des volumes à injecter beaucoup trop élevés pour 
envisager cette possibilité. Il aurait fallu concentrer les différentes formulations 
vaccinales. L’injection en intramusculaire serait intéressante à tester car en effet, cette 
voie permet d’exposer de manière différente les antigènes avec une localisation au point 
d’injection plus fortement vascularisée (Pastoret et al., 1997).  
 Aussi, l’inoculation par voie orale serait une piste intéressante à développer. En 
effet, de nombreux poxvirus recombinants ont montré une bonne réponse en terme 
d’immunité après avoir été injecté par cette voie (Bender, et al., 1996 ; Welter et al., 
2000 ; Stevceva et al., 2002 ; Kent et al., 2005). De plus, ce type d’approche engendre, 
outre une réponse mucosale, une réponse systémique. Un autre avantage à souligner est 
la facilité d’utilisation avec une immunisation possible de la faune sauvage qui peut 
représenter un réservoir important de la maladie, mais également la réduction des coûts 
puisque ce procédé reste à la portée même des éleveurs. 
 
 Amélioration de la présentation antigénique 
 
 La présentation antigénique par les vaccins simple recombinants Cpox-FCO, 
exprimant une protéine isolée, n’est peut-être pas optimisée pour obtenir une réponse 
immunitaire maximale. Des études récentes ont montré qu’un vaccin recombinant 
canarypoxvirus co-exprimant les deux protéines de la capside externe VP2 et VP5, 
induisait une excellente protection des moutons après une épreuve homologue (Boone et 
al., 2007). La reconstitution d’une capside virale par les deux protéines est 
probablement plus immunogène que chacune des deux protéines produites 
individuellement. Cependant, l’utilisation des protéines VP2 et VP5 ne permet pas une 
protection contre une épreuve virulente hétérologue. Nous avons donc envisagé de 
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travailler sur une nouvelle construction plasmidique co-exprimant les protéines 
majeures de la capside interne, VP3 et VP7 (pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7), afin 
d’évaluer l’immunogénicité et le niveau de protection induits dans un système 
hétérologue. Après validation in vitro de l’expression de chacune des protéines, la 
microscopie électronique en transmission nous a permis de visualiser une importante 
expression de la protéine VP7, après un marquage spécifique, et d’observer des 
structures protéiques pouvant évoquer des structures virales. Cette observation n’a pu se 
faire que sur une seule cellule et le marquage par immunogold de la protéine VP7 n’est 
pas de qualité suffisante sur la coupe observée. Ceci ne permet donc pas de conclure 
quant à la reconstitution d’une capside interne dans les cellules transfectées avec le 
plasmide pKSCATpSGPT-VP3-pIL1-VP7. Ne disposant pas d’anticorps anti-VP3, nous 
ne connaissons pas le niveau exact d’expression de la protéine VP3 et nous ne pouvons 
réaliser de marquage spécifique et donc localiser la protéine dans les cellules. 
Cependant, lorsque l’on considère le niveau de détection des ARNm, il semble que le 
niveau d’expression de cette protéine soit insuffisant pour reconstituer une pseudo-
particule virale. Il est donc envisagé de développer une nouvelle construction 
plasmidique dans laquelle le gène codant pour la protéine VP3 serait sous un promoteur 
plus fort que celui initialement choisi. Nous avons orienté notre choix vers le promoteur 
pIL1, qui a prouvé son efficacité par le biais de l’expression de la protéine VP7. Une 
co-transfection des cellules avec les plasmides exprimant la protéine VP3 et la protéine 
VP7 sous promoteur pIL1 est alors envisagée. De nouvelles observations en 
microscopie électronique en transmission seront également réalisées.  





 Ce travail de thèse a permis de générer quatre recombinants poxviraux contre la 
FCO (VP2, VP7, NS1 et NS3) qui ont su induire une réponse immunitaire de type 
humorale chez des chèvres et des moutons. Une réponse cellulaire a également pu être 
montrée chez des chèvres après une épreuve atténuée. Une protection partielle a pu être 
engendrée lors d’essais expérimentaux chez des moutons éprouvés par une souche 
virulente. La perspective de la construction d’un vaccin vecteur poxviral, utilisable pour 
un maximum de sérotypes, est toujours à l’ordre du jour avec la reconstitution possible 
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* Pour le calcul des températures d’hybridation, on ne tient pas compte des queues flottantes identifiées 
en caractères gras. 
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Molecular detection of Culicoides spp. and Culicoides
ill/icola, the principal vec!or of bluetongue (BT)
and African horse sickness (AHS)
in Africa and Europe
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A Ilsl n,cl - Bluelongue (BT) and Afric~n Horse Sickness (AHS) are infectious arthropod-bome viral
diseases affecting ruminants and hOl·ses. respectively. Cllficoides imico/a Kieffer. 1913, a biting
midge. is the principal vector ofthese Hvestock diseases in Africa and Europe. Recently bluetongue
disease has re-emerged in the Mediterranean Basin and has had a devastating effeet on the sheep
industl)' in Italy and on the islands of Sicily. Sardinia. Corsica and the Ba1earics. but fortunately,
has not penetrated onto mainland France and Sp.lin. To sUl"\'ey for the presence of C. illlico/ll. an
extensive light-trap network for the collection of Cllficoidl.'s. was implemented in 2002 in southem
main land France. TIle morphological identification of Cu/ieoh/es can be boIh tedious and time-con-
suming bccause itssizeranges from 1.5to 3mm. Therefore. an ITS t rDNA po[ymerasechain reaction
(pCR)-based diagnostic assay was deve[oped to rapidly and reliably identify Cu/ieoides spp. and
C. imicola. The aim of this work was to set l'f a rapid test for the detection of C. ill/ico/Il amongst
a pool of insects co[lected in areas at risk for B .TIle sequence simi[arityofthe rDNA (nuc1ear ribos-
omal DNA), which is greater within species than between species, is the foundation ofits ll1ilisation
in species-diagnosticassays. Thealignmentofthe 1lITS 1sequences ofCllfieoidesobtained from Gen-
bank and EMBL databases hclped us to identify one region in the 5" end and one in the 3' end that
appear high[yconscrved. PCR primers were designed within these regions to ampHfy genus-specific
fragments. In oroer to set up a C. imieo/a-specific PCR. another forv..ard primer was designed and
used in combination wilh the prcviously designed reverse primer. These primers proved to bchigh[y
speciflC and sensitive and permitted a rapid diagnostic separation of C. imieolll from Cuficoides spp.
m()[t~ll[ar ddcclÎull1 Clilicoidcs imico/II/ITSI/I'CR 1hhld"nglu:
1. INTRODUCTION
Bluetongue(Bl) and Afric:ln horse sick-
ness (AHS) :lre infectious :lrthropod-borne
viral disc:lses :lffecting ruminants :lnd
horses. respectively. Bluetongue disease is
caused by the bluelOngue virus (BTV).
which is the prototype of the Orbivirus
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genus within the Reoviridae family [II [.
AH SV is another member ofthis family and
genus. Both viruses are transmitted by cer-
tain species of biting midges belonging to
the ClIlicoides genus (Di ptera: Ceratopogo-
nidae) and are mai ntai ned in nature through
a series of alternating cycles of replication
between its Cillicoides vectors and suscep-
tible hosts [25[.
ll1e spread of bluetongue across ail con-
tinents pantropieally (located between 44° N
and 35° S) derx~nds mainly upon the distri-
bution and seasonal abundance ofthe insect
vectors. More than 1200 Cillicoides sr~xies
have been identified in the world [3[ but
only 17 have I~en connected with BTV
transmission [ 18 [. The major vector species
are C. imicola and C. bolirinos in Afriea.
C. illlicola in Asia. C.fllII'/IS and C. brel'i-
/arsis in Australia. C. sonorel/sis in North
America. C. il/signis and C. pllsillus in South
and Central America [17. 18J.
As with bluetongue. AHSV is limited to
geographical areas where the vector C. ill/i-
cola is present. and its spread dependson the
occurrence of climatic conditions favouring
vector activity. AHSV is endemic in sub-
Saharan At'riea but periodieally makes brief
excursions I~yond this area. where it has
caused major epizootics extending as far as
Pakistan and India in the east. and as far as
Morocco. Spain and Portugal in the west [4.
20.21. 23J. More than 300000 equinesdied
during the great epizootic of 1959-1961 in
the Middle-East and South-West Asia [12[.
Until recently. the virus had not survived
across more than twoseasons in any ofthese
epiwotic areas. However. the recent out-
break of AHSV in the western Mediterra-
nean basin. which Iasted for five years
(1987-1991). has forced us to re-assess the
situation with greater vigilance.
ll1e explosive outbreaks of BTV in the
Mediterranean Basin since 1998 have I~en
fuelled largely by the c1assieal Afro-Asian
vector C. imicola [1. 19[. It is known that
C. illlicola s.l. is a complex of at least 10 sib-
ling spccies but for the time being only
C. illlicolas.s. is present in Eurol~ [16[.ln
the eastern Mediterranean Basin. outbreaks
of BTV have occurrcd in Bulgaria. Serbia.
Kosovo. Croatia. Montenegro. northern
Greece and Bosnia Herzegovina in regions
upt044° 30' N. which is further north within
Eurol~ than hasever been seen I~fore. and
where C. illlicola has not I~en detected dur-
ing insect sUTVeys [2. 19[. This strongly sug-
gests that here the vi rus is being transm itted
by other vector species. possibly by C. pllli-
caris and one or more sl~cies ofthe C. obso-
le/liS complex. ll1ese Palaearctic species or
sl~ciescomplexes are widespread and abun-
dant in the region and across most of north-
ern Europe.
As a consequence of the discovery of
C. imicola on the islalld ofCorsica in Octo-
I~r 2(0) [7 [. the subsequent BTV serotype
2 outbreaks in the autumn of2()()) and 200 1
[29-31J. and the reJatively high risk of
occurrence of this vector in neighbouring
coastal mai nland in southern France [28 [. it
was decided to study the ClIlicoides fauna
ofthis region. For this purpose. a large Jight-
trap network was implemented in 2002 in
southern mainland France to survey for the
possible presence of C. ill/icola. The mor-
phologieal identifiealion of Cillicoides ean
I~ both tedious and ti me consuming because
its size ranges l'rom 1.5 to 3 mm. Thus the
aim ofthis study was to set up a rapid diag-
nostic test for the detection of C. imicola
amongst a pool of insects collected in areas
where li vestock are thought to be at risk for
BT. The study of rnoJecular taxonomy and
phylogenetic evolution ofthis genus should
also give interesting results.
Nuclear ribosornal DNA (rDNA) has
several unique features which rnake it an
ideal DNA target for systematic studies [6 [.
It consists oftandemly repeated copies of the
transcriptionalunit with three gene regions
(18S. 5.8S and 28S) separated by tran-
scril~d spacers [8J. As shown in Figure 1.
the external transcribed spacer (ETS) is
located upstrearn of the 18S gene. with the
first (ITS t). and second (lTS2). internai
transcril~d spacers (lTS) Jocated between










l'igur~ 1. Location and organisation of the ribosornaJ DNA (rDNA). The rDNA locus consists 01
one very long array of repeat Il nits (500-700 repeats per genome). Each repeat is 9 kb long and consists
of the genes forthe 185,5.85, and 285 rDNA (open rectangles). These genes are separated by spacers
(solid lines), the internai transcribed spacers (IT51 and 1T52), and the intergenic spacer (IG5).
Adapted from (10].
5.85 and 285. respectively. Il contains regions
of varying evolutionary rates. l'rom highly
conserved regions (e.g. 5.85 and 185 rRNA
genes) to more variable ones (e.g. spacers).
Sequence similarity of the rDNA. which is
greater within than betwccn species. is the
foundation ofits uti lisation for species-diag-
nostic assays. A recent study using internai
transcribed spacers (ITS) of nuclear ri bos-
omal DNA l'rom Cu/icoides has I~en I~r­
formed for a phylogenetic analysis of the
genus 1151. Previously, rDNA genetic mark-
ers have I~en used for the identification of
mosquitoes (Allopheles gambiae, Ail. Ili/i
and Ali. millill/lls using ITS) 19. 10. 13.22.
26].TIlealignmentofthe lllTSl sequences
of CII/icoides obtained l'rom Genbank and
EMBl databases helped us to focus on one
region in the 5' end and one in the 3' end
appeared highly conserved. Within these
regions. PCR primers were designed to
amplify genus-specific fragments. In order
to setup a C. imicola-specific PCR. another
forward primer was designed and used in
combinat ion with the previously designed
reverse primer. These l'ri mers proved to be
specific and perrnitted a rapid diagnostic
separation of Clllicoides SPI'. l'rom C. imi-
cola.
2, i'lIATERIALS AND i'lIETHOOS
2.1, Traps and collcdiulls
We selected 19 sites at risk for the pres-
ence of C. imicola in (and IXlssible intro-
duction onto) mainland France. These sites
are spread at 50 km intervals along the
length of the French Mediterranean coast.
One collection/night/site, using standard
UV-light traps with a suction fan. was per-
formed monthly from April to November
2002. The traps were set. on each night.
between 1 h before sunsetto around 8.00 am
the following morning. They were located
outdoors but within 25 m of livestock
l'remises and were suspended from the walls
of buildings 1.5-2 m above the ground. A
glass collecting I~aker containing 200-
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T"hk l, Primel'S uscd forthe genus-speeiflC PeR





of delergenllo rcduœ surface tension) was
pbced al the basc ofeach tmp. The col1ecled
inseels were tmnslXllled 10 the lahormol)' in
thc waler-filled collectillg l1c..ker and then
recovercd and prcservcd in 90% cthanol.
Cemtopogollidae were li IOSt scparated from
ail other insccls. Identification of Culi-
coides was initially bascd urxm wing pallem,
and conlirmed subs(:quently by rnounting a
numbcr of specimcns on microscope slides
[14.271.
2.2. [xtr.H,tioll of gcnullIil' ONA
Single specimcns of Clilicoides were
usc<l for lhecxtraclion ofDNA. After grind-
ing of the inscd in a monar and pcstlecon-
taining liquid Ilitrogen. the g.:nomic DNA
was extracted wilh lhe DNeasy Tissue kit
(Qiagen. USA) according to Ihe manufac-
lurer's inslructions.
2.3. PCR I)rimus
111C gelle analysis soflware Veclor NTI
(Informa;.;: Inc. USA) was used 10 "ompare
the ITSI rDNA sequenc.:softhc II spccies
of Culicoides rclri.:\...:d from Gcnbankl
EM BL databascs for th.: design of pri mers.
Two sets of prim.:rs w.:re delined. The
first set of primers (P~tIlCu[F/P~U1ClIIR)was
designed for a genus-spe"ific PCR the
othersct of primers (Cu[-irnit'OI:l!PanClIIR)
for a C. imicola sp.::cilic PCR. Table 1 lisls
the sequences of the prim.:rs uSI.:d.
2.4. I)CR allll)lifieati"11 uf ITS 1
111C rDNA locus consisls of one "ery
long array of repcat units (5(0....700 rereals
per genome). Each repem is 9 kb long and
consists of the genes 185. 5.85. and 28S
rDNA. Thesc gerlCs are scparaled by spx-
ers. lhe int.:mallranscribcd spaccrs (lTS 1
and ITS2). and the inlergenic spacer (lGS)
(Fig. 1), llie ITS 1of each of the eight mosl
abundant sp:..-cics ofClIlicoidesand of C. imi-
cola was amplifîcd by genus-specifie PCR
using the P:lnCulF/PanCuIR primers and b)'
C. imicola specifie PCR using Ihe Cul-imi-
col:l!P:lnCulR primers. Reactions for the
PanCulF/PanCulR primers wcre pcrformcd
in a 10tal \'olul11': of 50 JlL consisling of 1a x
PCR n:a(1ioll hllff.:r. 1.5 mr-.'I MgCI2. 250 JlM
of each JA1'P. dCTP. dGTP and dTfP
(Elirobio. Fr<lllcc). 200 ng of each primer.
and 2.5 U 1':1'1 DNA IXllymerasc lInd.:r the
rollowing cyding conditions: an initial
d.:nalul'.tlion stage al 94 oC for 5 min: lhen
30 cycles at 9.1 oc. 1 min: 58 oC. [ min:
72 oC. 1 min :lnd a final extension plmse ;It
72 "C for 10 min. The reaction for the Cul-
imicolalPanCulR primcl'S was the same as
describo.--d aoo"e èxcept: for the hybridmion
temperaturc that was increas...-x! to 60 "c. A
\"olumcof 1JlLofgellomic DNA wasaddcd
10 each PCR reatlion and samplcs wil/tOUl
DNA were irK:ludt.-d in exh ampliflCalion
ron to excludc calT)'-O\'er contaminatioll.
l'CR products Wère cxamirk.-x! by c1eclro-
phorcsis in a I.en agarose gel wilh ethid-
ium bromidc.
J. R[SULTS
J.I. Cullectiull (If Cl/licoide.ç along
cl~lstallllailllandFrance
Th.: gertus Cl/licoides was reprcs.:nteJ
by 16 197 slx:cirncns Ix:longing t044 spccies.
and werecolkcled dllring [09 nighlsofsam-
pling belween April and No\'embcr 2002.
No specim.:ns of C. imicola were found.
Table Il sUllllllariSès Ihe Culicoides species
composition, expresscd as a pcrcentage of
the total Culicoides population sampled.
The species mentioned in this table are the
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Tahl~ 1L Nurnbcr and pcrccntage of adult Cu/icoides captured bctween April and Novernbcr 2002
along coostal mainland France (19 sites/8 rnonths/I 09 light trap collections).
No. Cu/icoides Nurnbcr collecte<! % of the total population sampled
1 C. ltewsreadi 11898 73.5
2 C. obsoletus 1290 8.0
3 C. seolicus 877 5.4
4 C. circwlrscriplus 526 3.2
5 C. griseidorsulII 430 2.7
6 C. pulicaris 188 1.2
7 C. /Ijpicaris 178 1.1
8 C. submarilillius 173 1.1
Tahl" Il L Genbank and NeSI accession nurnbcrs and lengths of the 11'5 1 sequences (base pairs) of
Il species of Culicoides.
C. albicans
C. amkawai


































3.2. AligIJment of the Ils 1rDNA
of tilt: II spccies
The ITS 1oflhe 11 species of Culicoides
retrieved from EMBUGenbank datab.ases
were aligned using the gene analysis soft-
ware Vector NTI. Table III lists Ihe acces-
sion numbers of each of Ihese sequences
and Iheir length. The alignmenl oflhe ITS 1
sequences (the al ignmenl length was 590 bp
including the gaps) revealed two highly
conservcd regions. between 2 and 28 bp and
564 and 59 1bp. respectively (Fig. 2). These
regions wcre used for Ihe design of Ihe
getllts specific primers bul could also be
useful in Ihe fulure for the molecufar iden-
lificalion of Culicoides. for studying Iheir
molecular genetics and epidemioJogy. and
for vector syslemalics. The posilions of Ihe
primers selecled for Ihe molecular detection
of ClIlicoides are shown in grey-coloured
boxes (Fig. 2).
3.3. AmplilicatiolJ of ITSI
by gCIJus-spccifk PCR
PCR reactions using getllts-speci IiI.' pri m-
ers (PanCu IF/PanCu IR) were performed on
Ihe eighl mosl-abundanl species caplured


























































AAAATTTCTTGGGTAGCTTTATAGAAGAGCITTAAA GACTïGT1' TGCCCAAGGCC CCGTAAAACTAGTA
CGCTTTI'CATATIATGTGT----GTG. . . _ - --.
GCATïM'CATAT'I'MTTGT--GTGTG. . .. A A. . . -. . . --. .. T. . .. --. T.
TCATTT-CATATIAAATAGAGGAGTG.
..... -- GCI' .
....... G
TGCCGA-GAGAATIATIGT--GTGCG A ...•.....•...................A -- ..
TGTCGA-GAGAAAATIl'GT--GTGTG A - -- --. . A.
--------------------------- .. AG.A.ATA .. TG G .. T.TAT T.G.GCG-T TA CA .. TGT.T .. ATCATGA .. TT G T.
-- -- ---- -- ---- ---- -- ---- -- - T .A-- -- .
--------------------------C... . 1'. . - T.A-- ..
401 500
ACCCATTGCGAGGTGGCTAGTATGCATATAC TT A'I"I'G G TATGCATTGAT'I'TT TTTCA A GATACATT GGAGTGA GTATAATTGTAATA
.......................... C .. -- .. AG --TG A .. - --T- T .. - .. T - G.-
...................... T -- .. A .•.. --TA A A .. - --T- T .. - . T -- AAA GT
..••... . A .. -- .. AG •.. -- .1' A .. - --T- T. .T --. T.TG.AT A.-
.G -- .. T T-.-. . A- --.A T. . .. - G-
. ----.T .. T. - .CAT G--.GT .A .. C-CA .....•..... A .. - T.TC A - .. 1' - ..CT A CA.-
. T T-. - A- -- .A T - G-
.... C T 1\ .. AC .. A. .00 .A. . A .. A. -- .11.. . • •. T M. A. . .1\ T1\.C
.. T A .. AC .. A.C .. TG .A. . A .. A --. A - A .. - 1'11..1'
. TAT. C .AAT. T .. -AT. TC A. T----G .A. ---- GCAC - T. -------. TG .. T .. CTAT. T C GT .. T. TT
...... T. . . . . . . . . . . . . . .. . AT. -----TC .. GAC- - .A T--- - .. T - G .. AATT .. -































(501) AATT l' TAAACAAAA All.1l,ll.1l,ll.1l,AGAT AAAAACCTTAAAC GGGGGATCA C'M'GGCTqA. TGGATCGATGAAGACCGCAPC
(450) - G.ACA C... . . .. ---Co . CCC - - .
(456) AC.A.T.---.GT .. T.TT-.... . .---C. .- - - G ..
(453) AC.A-------.T.A.. TG-T.. .. ---C. .. - -. .. - .
(336) - ..G.ACA AC.. .GA .. ----...... .-....... ..A - .
(318) - .. -------- A.. 'r.T ----C.. . - -......... . .G.
(334) - G.ACA AC.. .GA .. ----. . - - - .
(456) G GGACA. . .C -. . AT .AïI'T C c. . .11. .. A.C A.
(452) G G.ACA c -c ·n. ---1'. . -. . --C. T .
(341) GTG .. T .GTTG TTT .. T1. .. G. C 1\ .. T1.TAAG -TI..
(331) ---------- .. C.A .. T.T ---C ..







'\Iignmenl Oflhe JTS 1of the 11species of Culicoides known to d'lIe. ln the figures, dots correspond
:erved nucleotides. Boxed-Ielters indicale the sequences used to design Ihe primers used for genus-























~ï~u r{' 6. Sensit ivity of the Clilicoides imicolll specifie FeR amplification (panCu IRlCul· [micola). M 1
and Ml represent 100 bp DNA ladder. Lanes 1 108 correspond respeclively 10 one specimen of C.
ill/ico/a in 25. 50, 100,200,400,800, 160Jand 3 200 specimens of C. neh'stelldi. ume 9 corresponds
106.5 mg of dried matcrials recovered from 11 light tmp wilham any Culicoides specimens. Lanes 10
and 11 correspond 10 lane 9 with one and 10 specimens of C. imicolll respectively. ume Il
corresponds 10 lane 9 wilh ten specimens of C. imica/a. Lanes 12 and 13 correspond respeclively 10
the positive and negative comrols.
detecled (taue 4) foliowing PCR on a pool
of 10 sl~cilllens of Forcipomyia spp.. a
genlls belonging 10 the Ceratopogonidae
family. However. a specific band was
amplilïed when one or ten specimens of
C imicola (bnes 5and 6 respectively) were
added ta lhe IX)ol. Finally. a mixlure of dif-
ferenl insect families recovered l'rom a
lighl-lr.lp equivalenl la 6.5 mg of dried
malerials (Iane 7)did nol resull in lhe ampli-
ficalion ofsr~xific DNA. bul when one or
ten specimens of C. imicola were added
(lanes 8 and 9. respectively). amplificalion
of a speci fic band resulled.
3.6. Sensiti\'ity ut" the PCR :lssay
ln arder ta assess lhe sensilivily of lhe
technique. C imicola-specific PCR reac-
tians were performed on C imicola within
a range of pooled speci men si leS. Figu re 6
shows aga rose gel e1eclrophoresis of spe-
cilic PCR producls lhal were amplified in
seriai samples conlainillg one specimen of
C imicola in 25. 50. 100.200.400.800.
1600 and 3200 specimens of C news/eadi
(Janes 1 la 8 respectively). Lane 9 corre-
slX)nds la 6.5 mg of dried malerial recov-
ered l'rom a lighl IraI' wilhoul any CII/i-
coides specimens. showing lhal no band
was detecled. Finally. when one or len
specimens of C imicola were added la lhe
dried malerial pool l'rom lhe lrap. a Sl~cific
band was ampli lied (Janes 10 and 11). As
eXI~cled. no band was delecled in lhe neg-
alive conlrol (lane 13).
4. DISCUSSION
ln ils recenl re-emergence in lhe Medi-
lerranean Basin. and particubrly in Corsica
in 2(0) and 2001. it is believed lhal BTV
was lransmilled principally by lhe c1assical
AI'ro-Asialic insecl veclor C. imicola. How-
ever. in lhe eastern Medilerranean Basin.
ouI breaks of lhe disease have occurred in
Bulgaria. Serbia. Kosovo. Croalia. Mon-
lenegro. northern Greece and in Bosnia
Herlegovina where C. imicola has nol been
delected during insect surveys. Recenlly.
lhe virus was isobted l'rom ClIlicoides
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C. obsoletllscompkx on mainbnd Italy 124]
:md C. pli/icaris on Ihe island of Sicily [5].
C. imicola is ;llso Ihè veclor for Ihe Afri-
can horso.: si,"kness" :molher orbiviral dis-
ease Ihal can ~ eSpècially devaslaling 10
l:quids, The moniloring of Clllicoides spe-
cies is Ihercfore ess..:ntial in arcas al risk for
Ihe man:lgemenl ofanimal health. Since Ihe
biology of C. imicolo :llld ils persislence in
a givcn biolOpè aiJPèar 10 be largcly innu-
cnccd by di malie conditions. lhe speclre of
possible global c1imale change suggesls
lhat monilOring efforts sbould bc sustaino...--d
o"cr a long pcriod of lime. This is particu-
larly truc in arcas likesoulhcrn France who...--re
Ir.lpping fn..-qu.:ncies will bc incrcased 10
sample high qUa.luilics of insccts for an
carly œlection of C. imicolo. Howe'·er. in
such eXlensive nlOniloring programmes lhe
morphologieal ido.:nlific:lIioll of Clllicoides
has oc-en limiloo 10 Ihe labour-intensive a.lld
lime consuming Il,.-ehniques of morpholog-
icallaxonomy. spccics prcvalcnce a.lld geo-
gr.lphic dislribUlion. This is Ihe reason why
we docidcd 10 invesligale Ihe possibilily 10
delecl Culiroides spp. and C. ÎIIIÎcola using
molocul:lr 1001s. From Ihe lllolecular point
of "iew. reccnl studièS on Ihis g.:-nus hold
promisc for the dcvdopment of lools Ihal
will lead 10 the rapid :md reliable identifi-
cation of C. imicohl :llld olher polential "ec-
lors of BTV 115]. 1'hè nuclcar ribosomal
DNA :llTays of cukarYOlic organisms usu-
ally consisl of tandemly repcaled copies of
lhe lmnscriptional unil alld non-tmnscribcd
spacef, Ih..: rDNA transcriptional unil COI1-
SiSli ng of three gelle fegions (i .c. 185. 5.85
alld 28S) sep:lrated hy Imnsctibcd spaœrs
[8]. As .shown in Figure 1.lhe exlcrnallml1-
scribed spacer (ETS) is localed upslream of
lhe 18S gene. with the firsl (IT5-1) and sec-
ond OTS-2) internai tmnscribed spacers
([1'5) located hetw..:..:n either genes 185 and
5.85. or betw~en 5.8S and 285. rcspec-
livdy. Th..: rDNA h:1S se"eml unique fea-
lures whidl l11ake il :1Il idea! target for use
in DNA spècies-diagnoslic aSs.1YS [6]. Il
conlains rcgions of varying evollition~ll'Y
raies. l'rom highly conSèn't-d regions (e.g.
5.85 mxl 185 rRNA g~nes) 10 more variable
oncs (e.g. spaccrs), 5pccies from oth..:r gen-
era have bcen sludi...:d :llso showing Ih:\I
rDNA providcs genelic m:lrkers for Ih~
idenlification of mosquilocs (Allopheles
gambiae. Ali, "ili ami Ali. mil/illms using
IT5) [9. 10. 13.22.261. In :lllothersiudy Ihe
11'51 sequences of C. araka ....ai. :lIxi cighl
olhèr spo...~ics. were uscd to produœ an ini-
liaI partial phylogeny of Ihe spècics wilhin
Ihe genus [15].
Thus. our objecli"c in this sludy was 10
cstabJish a diagnoslic tesl for I~ f'".lpid
dctcclion ofloc main BTV-translllining spc-
cics. C. imicola. E"cn ifthc ITS 1sequences
of mosl oflhe spcctes present in lhe Med-
itcrran...-·an Basin n:main unknown. lhot choiœ
of the ptimcrs in a highly eOllscn'ed n:giOlI
amongsl scquenœd spccies. should serve
for the dcleclion of Ihc rll:ljorilY of Cllli-
coides species. Aner gcnus PeR n::lclion.
the ninc Clllicoides spccics (including C.
imicola). yicldt-d an :Implilit-d fragmenl of
316 10 5Œ) bp. Olher Cll/icoides species
could alsa bc dclecled by thcse primcrs
(dala nol shown). Ihus demonslr.lIing Ihe
validity of our initial hypothesis. Int~n:sl­
ingly.Ih.:- highly "ari~lhle si/oC of the ampli-
ficd producls (up to ISO h:ISC.~) illuslralcs
Ihal 11'5-1 may diner widcly bclwccn Sl)(;-
cies of the saille gcnus. This reinforces Ihe
pOlelllial inleresl of ITS- 1 for phylogenelic
sludies ofClflicoides. We:ln: now SC<IUl.:I1C-
ing all our PCR pl'oduclS wilh the ohjccli\'e
of pcrformillg a phylogenelic :malysis.
The specifie C. imicola primer was
designed to amplify in a more v:lIiuhl..: rcgion
whcre nllmerolls SubSlilulion.s or d..:lelion.s
were present. The prim..:r Il}<lt W;l.~ sclected
proved 10 be specitic loI' C. i/llicola. B..:cause
Iwo fOlWaru primers comnin..:d with a unique
reverse primer provid..:s rcsolution al the
genus ~\Ild species levcls. d..:vclopm..:nt of a
useful multiplex l'CH should Ile possihle.
Wc are now evalualing lhis possibility as
weil as devcloping :l re:ll-limc l'CR Il':SI :l~
a faslcr and quantil:llive di:lgnoslic 1001.
When wc cValu:llc~llhc scnsiti"ilY ofour
PeR. wc foulxl Ih:11 only one spècimen of
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 La Fièvre Catarrhale Ovine est une maladie infectieuse, virale, non contagieuse 
affectant les ruminants domestiques et sauvages. L’importance économique de cette 
maladie est liée d’une part aux pertes directes (mortalité, avortements) et indirectes 
(mauvaise qualité de la laine, retard de croissance) observées sur les animaux infectés et 
d’autre part au blocage des frontières limitant les exportations. Le virus de la FCO 
appartient à la famille des Reoviridae et au genre Orbivirus. Il est transmis 
essentiellement par des moucherons hématophages du genre Culicoides (Diptera: 
Ceratopogonidae). Il existe, à l’heure actuelle, 24 sérotypes dont 6 en Europe. La 
stratégie vaccinale actuelle consiste à utiliser des vaccins à virus atténué ou à virus 
inactivé. Cependant, ces vaccins spécifiques d’un sérotype donné ne protègent pas en 
cas d’épizooties dues à plusieurs sérotypes. L’utilisation de vaccins multivalents est 
alors jusqu’ici nécessaire. L’objectif de ce travail de thèse est le développement de 
vaccins dits de « nouvelle génération » induisant une protection de longue durée contre 
un maximum de sérotypes, en une seule injection. Pour se faire, la construction 
vaccinale repose sur une souche atténuée du virus de la dermatose nodulaire 
contagieuse (Capripoxvirus: Poxviridae) exprimant différents gènes choisis du virus de 
la FCO. Ainsi, quatre virus recombinants distincts exprimant individuellement les 
protéines structurales VP2, VP7 ou les protéines non structurales NS1, NS3 du virus de 
la FCO ont été générés par recombinaison homologue et testés in vivo. Une réponse 
immunitaire, de type humorale et cellulaire, à la fois contre le vecteur viral et contre les 
transgènes, ainsi qu’une protection partielle ont été mises en exergue après à une 
épreuve homologue par le biais d’expérimentations animales menées sur chèvres et 
moutons.  
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